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RESUMO 

 

Toxoplasma gondii é causador da toxoplasmose, uma das doenças mais 

prevalentes no mundo. Estudos recentes mostraram que vesículas 

extracelulares (EVs) liberadas por parasitas participam no processo de 

invasão e replicação no hospedeiro, porém o mecanismo de infecção ainda 

não está completamente elucidado. O objetivo desse trabalho foi identificar e 

caracterizar EVs produzidas por taquizoítos das cepas RH, ME-49 e VEG de 

T. gondii e a participação na patogênese da toxoplasmose. Purificação de EVs 

liberadas das três cepas de T. gondii foi realizada por cromatografia de 

exclusão de tamanho seguida por ELISA. Concentração e tamanho das 

vesículas isoladas foram analisados por Nanoparticle Tracking Analysis, o 

qual mostrou que as três cepas possuem perfis de liberação de EVs similares, 

com maior produção observada pela cepa RH. Quando analisados diferentes 

tempos de incubação, observou-se que em 2 horas de incubação ocorreu 

maior liberação de EVs do que em 24 horas de incubação, para as três cepas. 

A maior parte das vesículas encontradas possuía tamanho entre 100-200 nm, 

caracterizadas como microvesículas. Observou-se através de imagens 

capturadas por Microscopia Eletrônica de Varredura que a cepa RH liberou 

mais EVs do que as cepas VEG e ME-49. Após a análise de taquizoítos da 

cepa RH por Microscopia Eletrônica de Transmissão, observou-se que no 

início da incubação dos parasitas em meio de cultura inicia-se a formação de 

corpos multivesiculares contendo vesículas prontas para serem liberadas no 

meio extracelular. Após 24 horas, observou-se liberação intensa de EVs tanto 

pela membrana plasmática, quanto pelo poro posterior e anel apical. Além 

disso, verificou-se que T. gondii pode expressar os mesmos miRNAs que 

hospedeiros infectados. miR-155-5p, miR-125b-5p e miR-423-3p foram os 

mais expressos tanto em taquizoítos quanto em EVs por eles produzidas, para 

as três cepas. Experimentos com camundongos infectados com taquizoítos 

da cepa RH misturados com EVs mostraram que EVs são capazes de 

aumentar a parasitemia e virulência, diminuindo a sobrevida do animal, 

especialmente para EVs produzidas pela cepa RH. Proteínas extraídas de 



 
 

EVs das três cepas apresentaram perfis eletroforéticos similares, mas quando 

incubadas com soro de pacientes com toxoplasmose no Immunoblot, as 

cepas VEG e ME-49 reagiram fracamente, ao contrário de EVs da cepa RH 

que reagiram com soros de pacientes com toxoplasmose gestacional e 

cerebral. O estímulo de esplenócitos de camundongos in vitro com EVs 

liberadas pelas três cepas causou produção semelhante de IL-10 e IFN- após 

estímulos de 24 e 48 horas, para as três cepas. EVs da cepa RH estimularam 

mais TNF- em relação às cepas VEG e ME-49. Em suma, estes resultados 

sugerem que EVs liberadas por taquizoítos das três cepas de T. gondii, 

especialmente para EVs liberadas por taquizoítos da cepa RH, foram capazes 

de promover a comunicação entre células do parasita e do hospedeiro, 

modulando a resposta imune, no entanto, desregulam a resposta imune 

celular do hospedeiro, já que carregam fatores de virulência. 

 

Palavras-chave: cepas de Toxoplasma gondii; taquizoítos; vesículas 

extracelulares; miRNA; virulência; citocinas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Toxoplasma gondii is the agent of toxoplasmosis, one of the most prevalent 

diseases in the world. Recent studies show that extracellular vesicles (EVs) 

released by parasites are involved in the invasion and replication mechanisms 

in the host, however they are not completely clear. The aim of this study was 

to identify and characterize EVs released by tachyzoites from RH, ME-49 and 

VEG strains of T. gondii and their role in toxoplasmosis pathogenesis. EVs 

purification was performed by size exclusion chromatography followed by 

ELISA. Size and concentration of EVs was analysed by Nanoparticle Tracking 

Analysis, which showed similar EVs release profile from the three strains, 

however RH strain showed higher production of EVs. When analysed different 

incubation periods, it was observed higher production of EVs in 2 hours rather 

than 24 hours of incubation, for the three strains. The majority size of EVs 

found was of 100-200 nm which is classified by microvesicles. Images 

captured by Scanning Electron Microscopy showed that tachyzoites from RH 

strain released more EVs than tachyzoites from ME-49 and VEG strains. Also, 

images captured by Transmission Electron Microscopy of tachyzoites from RH 

strain showed that in the beginning of incubation period starts the formation of 

multivesicular bodies with vesicles inside ready to be released in the lumen. 

After 24 hours, it was able to observe intense release of EVs from the 

plasmatic membrane, as well as from posterior pore and apical ring. 

Furthermore, it was found that T. gondii was able to express the same miRNAs 

found in infected hosts. miR-155-5p, miR-125b-5p e miR-423-3p were the 

most expressed in tachyzoites as well as in EVs released from them in the 

three strains. Experiments with laboratory mice infected with tachyzoites of RH 

strain mixed with EVs, especially for EVs released from RH strain, showed that 

EVs can enhance parasitemia and virulence, decreasing mice’s survival. 

Protein extracted from EVs of the three strains demonstrated similar 

electrophoretic profiles, but when EVs were incubated with sera from patients 

with toxoplasmosis, in Immunoblot analysis, EVs from ME-49 and VEG strains 

reacted poorly, unlike EVs from RH strains which reacted with sera from 



 
 

patients with gestational and cerebral toxoplasmosis. Stimulus of EVs released 

form the three strains in mice splenocytes in vitro produced similar 

concentrations of IL-10 and IFN- after 24 and 48 hours, in the three strains. 

EVs released from RH strain stimulated the production of more TNF- than 

EVs released from ME-49 and VEG strains. Finally, these results suggest that 

EVs released from tachyzoites of three T. gondii strains, especially the ones 

released from RH strain, were able to stablish communication between host 

cells and parasites, modulating host immune system, although they unbalance 

the host immune response since they carry virulence factors. 

 

Keywords: Toxoplasma gondii strains; tachyzoites; extracellular vesicles; 

miRNA; virulence; cytokines. 
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1. Introdução 
 

 

1.1. Toxoplasma gondii e toxoplasmose 

 

Toxoplasma gondii, agente etiológico da toxoplasmose, é responsável 

por uma das infecções zoonóticas mais prevalentes no mundo e pode ser 

considerado o parasita mais bem-sucedido, já que tem habilidade de infectar 

e se replicar em qualquer animal homeotérmico e se diferenciar em formas 

parasitárias que conseguem escapar das defesas de seu hospedeiro 

(Djurković-Djaković et al, 2019; Paris, 2020). 

 

1.1.1. Histórico 

 

T. gondii foi descrito pela primeira vez em 1908, na Tunísia, pelos 

pesquisadores Nicolle e Manceaux, que descobriram o parasita em roedores 

norte-africanos Ctenodactylus gondii. No mesmo ano, o pesquisador 

Splendore, no Brasil, encontrou o parasita em coelhos (Dubey et al., 2012; 

Halonen e Weiss, 2013).  

A toxoplasmose foi considerada importante na clínica médica na 

década de 1920, na descoberta do parasita em crianças com infecção 

congênita e sintomas como hidrocefalia, retinocoroidite e encefalite, e teve a 

sua relevância como um patógeno emergente no final da década de 1930 

(Halonen e Weiss, 2013; Paris 2020).  

Em 1948, pesquisadores Sabin e Feldman desenvolveram um novo 

teste sorológico para toxoplasmose, hoje conhecido como reação de Sabin-

Feldman ou dye-test, tornando possível conduzir os primeiros estudos 

epidemiológicos da doença (Dubey et al., 2012; Djurković-Djaković et al., 

2019). 

Apesar de sua relevância na medicina, foi apenas em 1960 que o ciclo 

de vida do parasita foi completamente entendido, com a descoberta dos 

felídeos como hospedeiros definitivos e a transmissão de oocistos através das 
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fezes desses animais, assim como a classificação e caracterização das três 

formas parasitárias infectivas (Robert-Gangneux e Dardé, 2012).  

A partir dessa descoberta, presumiu-se, então, que o parasita se 

originou de felídeos na América do Sul com dispersão através de aves 

migratórias e, em particular, através de transatlânticos, com o tráfico de 

escravos, que proporcionou a migração de gatos domésticos, ratos e 

camundongos (Lehmann et al., 2006; Aguirre et al., 2019). 

Há cerca de 80 anos, então, a toxoplasmose ficou conhecida como 

uma doença importante tanto para clínica médica quanto para veterinária 

(Djurković-Djaković et al., 2019). 

 

1.1.2. Epidemiologia 

 

Toxoplasmose é um problema de saúde pública no mundo todo e se 

qualifica como sendo uma doença da Saúde Única já que afeta 

significativamente humanos, animais domésticos, animais selvagens e 

ecossistemas, e é considerada uma ameaça àqueles que dependem dos 

animais para sua sobrevivência (Aguirre et al., 2019).  

Os felídeos desempenham um papel importante na epidemiologia da 

toxoplasmose pois são os únicos animais capazes de liberar oocistos 

resistentes no meio ambiente (Amouei et al., 2019). A soroprevalência em 

gatos varia de 30-40% em conjunto com a prevalência regional e de acordo 

com o clima, ou seja, a prevalência é baixa em regiões com climas mais secos 

e frios (16,1% nos Estados Unidos da América - EUA) e, em regiões mais 

quentes e úmidas, a prevalência é maior (59,2% no Havaí) (Halonen e Weiss, 

2013). 

Com décadas de estudos epidemiológicos, as diferenças na 

prevalência de infecção por T. gondii no âmbito global são grandes. 

Atualmente, a prevalência varia em menos de 1% como na Coreia do Sul até 

mais que 75% como no Brasil (Djurković-Djaković et al., 2019). Diante disso, 

estima-se que um terço da população mundial já teve contato com o parasita, 

tendo em vista que países em desenvolvimento apresentam maior incidência 
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e, países desenvolvidos, menores incidências, além de variar de acordo com 

locais que possuem diferentes hábitos alimentares, condições ambientais e a 

presença de hospedeiros definitivos (Halonen et al., 2013; Paris, 2020).  

Cerca de 8-22% da população norte-americana já contraiu 

toxoplasmose e o mesmo acontece com a população da Inglaterra, já na 

França, a prevalência entre mulheres grávidas decaiu de 80%, em 1960, para 

cerca de 37% em 2010 (Aguirre et al., 2019; Paris, 2020). Entende-se que os 

menores índices nesses países se relacionam à melhoria dos hábitos de 

higiene, assim como para o preparo de alimentos, e o melhor entendimento 

da população em relação aos riscos de consumir carne crua ou malpassada 

(Paris, 2020). 

Nos países em desenvolvimento e tropicais, a prevalência depende 

das condições climáticas e ambientais, podendo ser maior em áreas urbanas 

e em climas úmidos (Paris, 2020).  

Cerca de 30-90% da população da América Central, América do Sul, 

Europa Continental, Oriente Médio e partes do sudeste africano e asiático foi 

infectada (Pappas, Roussos e Falagas, 2009; Aguirre et al., 2019). A 

prevalência é geralmente maior na América do Sul (53% no sul do Brasil), ou 

mesmo na África (46% na Tanzânia e 40,8% na Nigéria), e menor na Índia 

(20,3%) ou no Leste Asiático (<10% Coreia ou China) (Paris, 2020). 

Em relação ao Brasil, a soroprevalência de T. gondii é quatro vezes 

maior que nos EUA, e dentre a prevalência entre as crianças, a 

soropositividade chega a variar de 20-80%, sendo que 50% dos pré-

adolescentes foram expostos ao parasita, e a prevalência é ainda maior em 

mulheres grávidas, variando de 36-92%, indicando que a soroprevalência de 

T. gondii em crianças e mulheres grávidas no Brasil é uma das maiores no 

mundo todo (Dubey et al., 2012). 

Nos últimos 50 anos, 25 surtos de toxoplasmose foram descritos no 

Brasil, dos quais 56% ocorreram entre 2010 e 2018 (Shapiro et al., 2019).  

Dentre eles, Malta et al. (2019) descreveu um surto que ocorreu na 

cidade de Gouveia/MG, entre os meses de fevereiro e maio de 2015, o qual 
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envolveu 50 casos confirmados e possivelmente associados ao consumo de 

água contaminada e linguiças artesanais.  

Dentre os meses de dezembro de 2015 e junho de 2016, na cidade 

de Montes Claros de Goiás/GO, mais um surto envolveu 14 indivíduos 

positivos para toxoplasmose, sendo a provável transmissão através da 

ingestão água contaminada e consumo de leite e queijo fresco vindos de uma 

determinada fazenda da cidade (Da Costa et al., 2019).  

Na cidade de Londrina/PR, entre os meses de dezembro de 2015 e 

fevereiro de 2016, foi identificado um surto envolvendo 20 pessoas infectadas 

de uma mesma instituição de pesquisa e, apesar de não ter sido possível 

estabelecer uma rota de transmissão, possivelmente essas pessoas 

adquiriram a infecção através do consumo de vegetais crus do restaurante da 

instituição onde trabalhavam (Pinto-Ferreira et al., 2019). 

Em abril de 2018, ocorreu um dos maiores surtos no país, na cidade 

de Santa Maria/RS, envolvendo 809 casos confirmados de toxoplasmose, no 

qual um reservatório de água contaminada foi a possível via de transmissão 

do parasita (BRASIL, 2018; Minuzzi et al., 2020).  

Já no começo de 2019, houve três surtos importantes no município de 

São Paulo/SP. Em fevereiro, quatro soldados de um quartel da polícia militar 

foram infectados e acredita-se que ocorreu devido ao contato com fezes de 

gatos no local. Já em abril, foram notificados dois surtos envolvendo 

contaminação de alimentos, sendo que o primeiro ocorreu em um restaurante 

de comida árabe e 47 pessoas foram infectadas, já o segundo ocorreu em 

uma festa infantil familiar e 35 pessoas adquiriram a infecção (BRASIL, 2019). 

 

1.1.3. Morfologia e ciclo de vida 

 

Pertencente ao filo Apicomplexa, classe Conoidasida, subclasse 

Coccidia, ordem Eucoccidiida, família Sarcocystidae e subfamília 

Toxoplasmatinae, T. gondii é um protozoário intracelular obrigatório, ou seja, 

é um eucarioto unicelular que sobrevive dentro de células hospedeiras 

(Pereira, Franco e Leal, 2010; Kochanowsky e Koshy, 2018).  
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Assim como T. gondii, o filo Apicomplexa inclui outros patógenos de 

zoonoses importantes como Plasmodium spp., responsável por causar a 

malária, e Cryptosporidium spp., causador de diarreias graves em pacientes 

imunocomprometidos (Souza et al., 2010).  

Esses organismos são caracterizados por conter similaridades em 

sua morfologia (apicoplasto) e organelas secretórias apicais (róptrias, 

micronemas e grânulos densos) que liberam substâncias essenciais no 

processo de invasão, defesa e incorporação do metabolismo celular do 

hospedeiro para sobreviver (Kim, 2018; Zhang Y et al., 2019). As proteínas 

das róptrias são responsáveis pela biogênese e associação das organelas do 

hospedeiro com o vacúolo parasitóforo, as proteínas dos micronemas 

participam na adesão e entrada do parasita na célula hospedeira, e as 

proteínas do grânulo denso modificam o vacúolo parasitóforo para aquisição 

de nutrientes da célula infectada (Carruthers, 2002) 

O parasita é encontrado na natureza em três formas parasitárias 

distintas: esporozoítos (em oocistos), bradizoítos (em cistos teciduais) e 

taquizoítos (Robert-Gangneux e Dardé, 2012; Saadatnia e Golkar, 2012; 

Halonen e Weiss, 2013). Em geral, são células alongadas, em forma de meia-

lua, com aproximadamente 5-8 m de comprimento e 2-6 m largura, com 

uma extremidade posterior arredondada e outra extremidade apical 

pontiaguda, que contém organelas secretórias usadas na invasão de células 

hospedeiras, são limitados por uma membrana complexa, denominada de 

película, que está associada ao citoesqueleto para manter a integridade 

estrutural e motilidade do parasita (Robert-Gangneux e Dardé, 2012; Halonen 

e Weiss, 2012). Pode-se observar na figura 1 a morfologia do bradizoíto e 

taquizoíto. 
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Figura 1. Representação das formas parasitárias de T. gondii. (A) Desenho 

esquemático, a partir de microscopia eletrônica, da morfologia de um 

taquizoíto (esquerda) e um bradizoíto (direita). (B) Microscopia eletrônica 

de transmissão de um taquizoíto invadindo um neutrófilo. (C) Microscopia 

eletrônica de transmissão de um bradizoíto dentro de um cisto tecidual. 

Fonte: adaptado de Dubey, Lindsay e Speer (1998). 

 

Taquizoítos, formas disseminativas e de divisão rápida, são capazes 

de invadir praticamente todos os tipos celulares de vertebrados e se 

multiplicam a cada 6-8 horas, por endodiogenia (figura 2), dentro de 

compartimentos intracelulares chamados de vacúolos parasitóforos (Robert-

Gangneux e Dardé, 2012; Halonen e Weiss, 2013; Kochanowsky e Koshy, 

2018). No processo de infecção, o parasita secreta proteínas das três 

principais organelas secretórias – micronemas, róptrias e grânulos densos – 

para facilitar a adesão e invasão da célula hospedeira e formação do vacúolo 

parasitóforo (Ajioka, Fitzpatrick e Reitter, 2001).  
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O vacúolo parasitóforo é uma interface entre o parasita e as funções 

celulares do hospedeiro, é formado por uma membrana impermeável, a qual 

facilita a replicação e diferenciação do parasita, assim como fornece proteção 

contra radicais livres, pH e mudanças de osmolaridade da célula hospedeira, 

e que também auxilia nos mecanismos de evasão e ativação do sistema 

imunológico do hospedeiro (Pereira et al., 2010; Halonen e Weiss, 2013; Tu, 

Yakubu e Weiss, 2018). 

 

 

Figura 2. Processo de endodiogenia de taquizoítos observados ao microscópio 

eletrônico de transmissão. (A) Endodiogenia de dois taquizoítos. No 

parasita inferior observa-se a formação de duas células filhas (CF). (B) 

Final do processo de endodiogenia, observando-se duas células filhas 

completamente formadas. (C) Diagrama demonstrando como ocorre o 

processo de divisão assexuada (endodiogenia): inicialmente, começam a 

desenvolver dois complexos apicais no meio da célula, similar a um 

conóide rudimentar e um centro organizador de microtúbulos. O núcleo 

forma uma cavidade côncava e, à medida que o complexo interno se 

expande, o núcleo, apicoplasto e mitocôndria dividem-se entre duas 
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células filhas em formação. Ao final do processo, as células filhas se 

dividem completamente pela lise da membrana plasmática da célula mãe. 

Fonte: Souza et al. (2010). 

 

Bradizoítos estão localizados primariamente em cistos teciduais no 

músculo ou no cérebro de hospedeiros intermediários e resultam da 

conversão de taquizoítos em formas de divisão lenta e que formam cistos 

teciduais (Robert-Gangneux e Dardé, 2012; Halonen e Weiss, 2013; 

Kochanowsky e Koshy, 2018). A diferenciação em bradizoítos é 

acompanhada pela alteração do perfil de expressão genética do parasita, 

havendo o remodelamento no esqueleto do parasita, mudanças no 

metabolismo de proteínas e suas atividades, e a formação da parede do cisto 

(Kim, 2018). 

Os cistos teciduais são levemente esféricos, quando presentes em 

células cerebrais, ou alongados em células musculares esqueléticas e 

cardíacas. Cistos novos, contendo menos de três bradizoítos, medem cerca 

de 10 m e, aqueles que contém centenas ou milhares de bradizoitos, chegam 

a medir mais de 100 m (figura 3) (Robert-Gangneux e Dardé, 2012; Paris, 

2020).  
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Figura 3. Microscopia eletrônica de transmissão de um cisto tecidual contendo 

centenas de bradizoítos. Fonte: Pavesio et al. (1992). 

 

Uma caraterística definidora dos bradizoítos é a presença da parede 

do cisto, uma membrana modificada do vacúolo parasitóforo (Robert-

Gangneux e Dardé, 2012). É compreendida por uma membrana espessa e 

limitante com inúmeras invaginações e material granular elétron-denso 

(Robert-Gangneux e Dardé, 2012; Tu, Yakubu e Weiss, 2018).  

O cisto irá ajudar o parasita a estabelecer uma infecção crônica, 

proteger o parasita da resposta imune do hospedeiro e, também, proteger de 

ambientes extremamente ácidos do trato digestivo durante a ingestão, 

aumentando a sobrevida no hospedeiro (Kochanowsky e Koshy, 2018; Tu, 

Yakubu e Weiss, 2018). Além disso, quando há a morte da célula parasitada, 

a parede do cisto se rompe e ocorre a liberação dos parasitas no meio 

extracelular (Tu, Yakubu e Weiss, 2018). 

Esporozoítos estão localizados dentro de oocistos maduros. Oocistos 

são estruturas ovaladas de 12-13 m que, após a esporulação, contém dois 

esporocistos e cada um contendo quatro esporozoítos, tornando-se infectivo 

(figura 4) (Robert-Gangneux e Dardé, 2012; Shapiro et al., 2019). 
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Figura 4. Oocistos de T. gondii. (A) Oocisto não-esporulado. (B) Oocisto esporulado 

com dois esporocistos. As setas apontam quatro esporozoítos dentro de 

um dos esporocistos. (C) Microscopia eletrônica de transmissão de um 

oocisto esporulado. A seta maior indica a parede do cisto. A seta mediana 

indica dois esporocistos. E as setas menores indicam os esporozoítos. 

Fonte: Dubey, Lindsay e Speer (1998).  

 

A parede do oocisto possui multicamadas, além da parede que 

delimita os esporocistos, conferindo alta resistência e proteção a danos físicos 

e químicos, o que permite o parasita sobreviver por mais de um ano em um 

ambiente úmido (Robert-Gangneux e Dardé, 2012; Shapiro et al., 2019).  

Além de proteção, a parede do oocisto também pode influenciar no 

transporte e aderência dos oocistos no solo e água para a disseminação no 

meio ambiente, por exemplo, os oocistos serem carregados do solo pela 

chuva e dispersos em rios ou lagos (Shapiro et al., 2019). 

O ciclo de vida do T. gondii é complexo (figura 5) e envolve 

praticamente todos os animais homeotérmicos como hospedeiros 

intermediários (ciclo assexual) além dos felídeos como hospedeiros definitivos 

(ciclo sexual) (Lüder e Rahman, 2017; Zhang Y et al., 2019).  
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Felídeos podem ser infectados com as três formas do parasita e 

liberar oocistos infectivos, já os humanos, ou outros animais homeotérmicos, 

geralmente adquirem a infecção através da ingestão de cistos teciduais 

(presentes na carne de outros hospedeiros intermediários) ou oocistos 

(presentes nas fezes de gatos e pela contaminação do solo ou vegetais) ou 

mesmo pela transmissão vertical (Saadatnia e Golkar, 2012; Amouei et al., 

2019). 

 

 

Figura 5. Esquema do ciclo de vida de T. gondii, demonstrando a biologia, infecção 

e replicação das três formas infectivas do parasita em seus respectivos 

hospedeiros. Fonte: adaptado de Robert-Gangneux e Dardé (2012). 

 

As três formas parasitárias são haploides, sendo que taquizoítos e 

bradizoítos se dividem assexuadamente, enquanto esporozoítos são produtos 

da meiose (reprodução sexuada dentro dos enterócitos no intestino dos 

felídeos, produzindo oocistos diploides que entrarão em meiose) (Sibley et al., 

2009). 
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A reprodução sexuada do parasita ocorre apenas nos felídeos (gatos 

domésticos e selvagens). Após a ingestão de cistos presentes em 

hospedeiros intermediários, a parede do cisto é degradada pelas enzimas 

gástricas do animal, liberando os parasitas. Bradizoítos, então, alojam-se nos 

enterócitos do intestino delgado e se multiplicam assexuadamente para a 

formação de merozoítos e, por conseguinte, esquizontes. Após isso, começa 

o ciclo sexuado, no qual há formação de gametas femininos e masculinos 

(gametogênese a partir da divisão dos esquizontes) e, após a fertilização, os 

oocistos formados nos enterócitos são liberados no lúmen intestinal, através 

da ruptura da célula, e excretados em formas não-esporuladas nas fezes do 

felídeo (Robert-Gangneux e Dardé, 2012).  

A produção de oocistos pode começar de 3-7 dias após a ingestão de 

cistos teciduais e pode durar até 20 dias, sendo que os felídeos liberam cerca 

de 360 milhões de oocistos em suas fezes em um único dia (Pereira, Franco 

e Leal, 2010; Robert-Gangneux e Dardé, 2012; Kochanowsky e Koshy, 2018). 

Após alguns dias no meio ambiente, os oocistos irão esporular para sua forma 

infectiva (esporogonia), contendo esporozoítos, que serão ingeridos ou 

inalados pelos hospedeiros intermediários e irão se reproduzir 

assexuadamente no tecido desses animais (Aguirre et al., 2019).  

Nos hospedeiros intermediários ocorre apenas a reprodução 

assexuada, ou seja, o parasita se reproduz simplesmente replicando seu 

genoma haploide e se dividindo em duas células filhas iguais (endodiogenia) 

(Kochanowsky e Koshy, 2018).  

Após a ingestão de cistos ou oocistos, a parede dos mesmos é 

degradada e são liberados os bradizoítos/esporozoítos no lúmen intestinal 

(Robert-Gangneux e Dardé, 2012).  

A interação entre o parasita e as células do hospedeiro envolve um 

estágio inicial de adesão e posterior invasão, os quais são importantes para o 

estabelecimento da infecção (Pereira, Franco e Leal, 2010). Durante a 

invasão, três proteínas são secretadas das organelas secretórias do parasita, 

róptrias, micronemas e grânulos densos, dentro da célula do hospedeiro, 

essas proteínas irão alterar a função celular e inibir a resposta imunológica 
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contra os parasitas (Dupont, Christian e Hunter, 2012). Posto isso, 

bradizoítos/esporozoítos invadem as células intestinais (enterócitos), onde se 

diferenciam em taquizoítos e rapidamente começam a se multiplicar por 

endodiogenia, dentro dos vacúolos parasitóforos (Robert-Gangneux e Dardé, 

2012; Saadatnia e Golkar, 2012).  

Os taquizoítos, então, irão sair dos enterócitos através da lise celular 

e circular pelos vasos sanguíneos e linfáticos, com a possibilidade de infectar 

qualquer célula e tecido, incluindo o coração, pulmão e sistema nervoso 

central (SNC), podendo até atravessar a barreira transplacentária e infectar o 

feto (fase aguda) (Saadatnia e Golkar, 2012; Aguirre et al., 2019). Com a ação 

do sistema imunológico e/ou quimioterapia, ocorrerá a rápida transformação 

dos taquizoítos em bradizoítos e formação de cistos teciduais, normalmente 

se alojando em tecidos cerebrais, musculares e oculares (fase crônica) 

(Saadatnia e Golkar, 2012; Zhang Y et al., 2019).  

O ciclo se completa quando os felídeos se alimentam da carne dos 

hospedeiros intermediários, ou mesmo os oocistos, e a reprodução sexuada 

se inicia novamente (Aguirre et al., 2019).  

Uma das formas na qual o parasita facilita o término de seu ciclo de 

vida é pela manipulação do hospedeiro através de cistos presentes no cérebro 

(infecção crônica), tal como um estudo demonstrou que roedores infectados 

perderam o medo natural de gatos e demonstram atração pela urina desses 

animais, tornando-os vulneráveis à predação (Ingram et al., 2013; Aguirre et 

al., 2019). Outros estudos relataram distúrbios comportamentais e 

neurológicos em humanos relacionados à forma crônica da toxoplasmose, tais 

como convulsões, distúrbio bipolar, esquizofrenia, epilepsia e até distúrbio 

obsessivo-compulsivo (Martinez et al., 2018; Chegueni et al., 2019; Carrillo et 

al., 2020). 

 

1.1.4. Variação genética 

 

A estrutura populacional de T. gondii é resultante da habilidade do 

parasita de se reproduzir tanto via assexuada quanto sexuada. A reprodução 
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assexuada, infecção direta de um hospedeiro intermediário a outro, permite a 

evasão da reprodução sexuada e expansão de clones do parasita, ao passo 

que a reprodução sexuada produz novas linhagens parasitárias no hospedeiro 

definitivo e se distribui pela população através da reprodução clonal (Halonen 

e Weiss, 2013). 

A combinação de cruzamentos genéticos seguidos de amplificação 

clonal de uma cepa pode ser uma adaptação importante do parasita 

permitindo a transmissão de novas linhagens e sua disseminação epidêmica 

(Halonen e Weiss, 2013).  

Sendo assim, o entendimento da biologia populacional de T. gondii irá 

auxiliar, principalmente, na predição da infecção baseado no genótipo do 

parasita, havendo a possibilidade de identificar as diferenças na patogenia da 

toxoplasmose em uma determinada espécie animal e sua epidemiologia 

(Saeij, Boyle e Boothroyd, 2005; Pereira-Chioccola, Vidal e Su, 2009). 

Atualmente, já foram descritos pelo menos 15 haplogrupos baseados 

em 138 linhagens diferentes de T. gondii, sendo que 107 linhagens se 

originaram na América Latina, indicando uma área de importante diversidade 

genética do parasita (Ajzenberg, 2015). 

Estudos dos genótipos de T. gondii começaram na década de 1990 e, 

apesar da presença do ciclo sexual e distribuição mundial, a estrutura 

populacional do parasita foi inicialmente descrita como sendo altamente clonal 

e com baixa diversidade genética, agrupada em uma população clonal 

contendo três cepas diferentes, denominadas tipos I (RH), II (ME-49) e III 

(VEG), as quais se diferem geneticamente em menos de 1% (Saeij, Boyle e 

Boothroyd, 2005; Robert-Gangneux e Dardé, 2012).  

As três diferentes cepas foram isoladas de humanos e animais 

domésticos na Europa e América do Norte, e as cepas RH e VEG são 

comumente encontrados no mundo todo, ao passo que a cepa ME-49 é 

predominante na Europa Ocidental e nos Estados Unidos, mas não há 

evidências na América do Sul (Paris, 2020). 

As três cepas possuem baixo nível de divergência genética, em torno 

de 1-2% de divergência na sequência de DNA entre elas (Xiao e Yolken, 
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2015). Embora tenha pouca variação genética, as três cepas possuem 

diferentes fenótipos na análise de virulência em camundongos de laboratório, 

sendo que cepa RH causa infecções letais para os animais, mesmo que em 

títulos pequenos, enquanto a cepa ME-49 é moderadamente letal e a cepa 

VEG é consideravelmente menos virulenta (Sibley et al., 2009; Xiao e Yolken, 

2015; Kochanowsky e Koshy, 2018).  

As diferenças na patogenicidade das cepas são determinadas pelas 

diferenças no polimorfismo e expressão de proteínas como os grânulos 

densos e róptrias (Sibley et al., 2009; Xiao e Yolken, 2015; Kochanowsky e 

Koshy, 2018). 

A cepa RH, por ser mais virulenta, não produz prontamente cistos 

teciduais, enquanto as cepas ME-49 e VEG têm a capacidade de completar 

todo seu ciclo de vida, por se replicar mais lentamente, conseguem formar os 

cistos teciduais (Ajioka, Fitzpatrick e Reitter, 2001; Jeffers et al., 2018). Além 

disso, a cepa RH possui maior capacidade migratória in vivo e in vitro, rápida 

taxa de crescimento in vitro e pode chegar a altas cargas de infecção em 

camundongos de laboratório (Xiao e Yolken, 2015).  

Na América do Norte e Europa, a cepa ME-49 é a mais comumente 

associada à toxoplasmose humana e alguns estudos mostraram que é 

também encontrada em animais do setor agrícola, como porcos e ovelhas, ao 

passo que galinhas apresentaram maior prevalência da cepa VEG do que da 

cepa ME-49 (Sibley et al., 2009). Na América do Sul, cepa RH foi associada 

a infecções de pacientes no Brasil (Hanolen e Weiss, 2013). Sendo assim, há 

uma relação entre as infecções das diferentes cepas e a susceptibilidade de 

cada hospedeiro animal e humano (Sibley et al., 2009; Ajzenberg, 2015). 

Apesar de haver essas três cepas já descritas, regiões como América 

do Sul, África ou Ásia não apresentavam o mesmo padrão genotípico (exceto 

a cepa VEG que é cosmopolita), então, diversos estudos feitos com diferentes 

animais selvagens e em outras regiões geográficas demonstraram que a 

população genética do parasita é mais complexa e possui grande diversidade, 

as quais foram denominadas de linhagens atípicas ou recombinantes (Robert-

Gangneux e Dardé, 2012; Amouei et al., 2019).  
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Além disso, foi demonstrado haver uma ligação entre a variedade 

genética e a manifestação clínica da toxoplasmose, como evidenciado em 

alguns casos na América do Sul, os quais apresentaram diversos casos de 

toxoplasmose severa em pacientes imunocompetentes. As linhagens 

recombinantes ou atípicas não são bem adaptadas ao hospedeiro humano, o 

que explica o aumento da severidade na infecção humana (Paris, 2020). 

 

1.1.5. Transmissão e manifestações clínicas 

 

A transmissão do parasita ocorre predominantemente através da 

ingestão de cistos teciduais, ingestão de oocistos presentes na água ou 

alimentos contaminados, ou mesmo pela transmissão congênita, além de 

infecções através de transplantes de órgãos e sangue e, também, pela 

ingestão de leite não-pasteurizado (Halonen e Weiss, 2013; Cerutti, Blanchard 

e Besteiro, 2020).  

Oocistos são altamente infecciosos para herbívoros, assim como 

bradizoítos dos cistos teciduais são para os gatos, e a infecção causada pela 

ingestão de oocistos são clinicamente mais severas para hospedeiros 

intermediários do que aqueles infectados pela ingestão de cistos teciduais 

(Pereira, Franco e Leal, 2010). 

Toxoplasmose em animais tende a ser ligada à exposição aos 

oocistos presentes no meio ambiente e, a presença de gatos domésticos 

circulando livremente em fazendas, é um fator de risco para os animais de 

corte criados no local, já que pode afetar ovelhas, cabras, porcos e galinhas, 

mas gado e cavalos são notavelmente resistentes à doença. Esses animais 

geralmente são assintomáticos, porém a transmissão congênita é mais grave 

e normalmente causa abortos ou morte dos filhotes pós-parto (VanWormer et 

al., 2013; Aguirre et al., 2019).  

Gatos domésticos infectados por T. gondii são normalmente 

assintomáticos e não possuem sintomas clínicos notáveis, mas quando a 

infecção ocorre nos filhotes, essa tende a ser mais severa (Aguirre et al., 

2019). 
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Apesar da toxoplasmose ser assintomática em 80% dos casos 

humanos, quando há sintomas, possui diferentes manifestações clínicas 

(Paris, 2020). 

 

I. Toxoplasmose aguda em pacientes imunocompetentes: em 

cerca de 20% dos pacientes sintomáticos, a doença se 

apresenta branda, com sintomas parecidos com mononucleose 

ou gripe moderada. Os sintomas tendem a desaparecer 

espontaneamente em poucas semanas/meses (Kaparos, 2014). 

 

II. Toxoplasmose em pacientes imunocomprometidos: a doença se 

apresenta na sua forma mais severa e, na maioria dos casos, é 

decorrente da reativação da infeção crônica devido à deficiência 

nas células T, resultando em encefalite ou pneumonia e pode 

ser fatal (Saadatnia e Golkar, 2012; Jeffers et al., 2018). Os 

grupos de alto risco incluem pacientes com infeção por HIV, 

pacientes tratados com medicamentos imunossupressores e 

pacientes que receberam transplante de medula óssea (Paris, 

2020). 

 

III. Toxoplasmose aguda durante a gravidez: infecção primária da 

mãe e, a consequente infecção da placenta, é o mecanismo 

para a transmissão congênita, sendo a complicação mais grave 

dessa forma da doença. A placenta possibilita a transmissão ao 

feto em cerca de 30-50% das infecções adquiridas na gravidez 

(Montoya, 2008). 

 

IV. Toxoplasmose congênita: no início da gestação, pode ocorrer 

aborto espontâneo e a forma severa da doença se apresenta 

após o parto com calcificações intracranianas, hidrocefalia, 

retardo mental e coriorretinite, e sequelas da doença podem 

aparecer logo após o parto ou mais tarde (Halonen e Weiss, 
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2013). No entanto, a maioria dos neonatos são assintomáticos 

e irão apresentar sequelas muito tempo depois, sendo a visão a 

mais acometida, além de problemas neurológicos e cognitivos 

(Saadatnia e Golkar, 2012; Xiao e Yolken, 2015). 

 

V. Toxoplasmose ocular: é a principal causa de uveíte posterior no 

mundo, sendo a maioria dos casos em pacientes 

imunocompetentes e pacientes com infecção congênita (Xiao e 

Yolken, 2015). O envolvimento ocular da infecção não está 

diretamente ligado à infecção primária e pode ficar dormente por 

diversos meses (até anos) após a infecção primária e ser 

caracterizado por episódios recorrentes de coriorretinite que, 

quando associada à morbidade severa da doença, pode se 

estender a estruturas essenciais da visão, provocando desde a 

descolamento da retina até a cegueira (Paris, 2020). 

 

Alta prevalência da toxoplasmose ocular tem sido notificada na 

América do Sul e África. No Brasil, a incidência é cerca de 17,7% comparado 

com 0,6% no Alabama (EUA) e, a sequela ocular da toxoplasmose congênita 

é mais frequente, mais recorrente e mais severa do que na Europa (Gilbert et 

al., 2008). Estudos mostram que algumas cepas possuem tropismo pelo 

tecido ocular, sendo responsável pela toxoplasmose ocular, como, por 

exemplo, na França, a cepa ME-49 é responsável pela toxoplasmose ocular 

tanto em pacientes imunocompetentes quanto em imunocomprometidos, e 

nas Américas, as cepas RH e atípicas são responsáveis pela maioria dos 

casos (Xiao e Yolken, 2015; Paris, 2020). 

 

1.1.6. Diagnóstico, tratamento e prevenção 

 

O diagnóstico das diversas formas clínicas da toxoplasmose é 

estabelecido através da detecção direta do parasita ou de seu DNA em 

amostras de tecido/biópsias (sistema nervoso central, linfonodo, medula 
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óssea) e fluidos biológicos (sangue, líquido cefalorraquidiano, lavagem 

brocoalveolar, líquido amniótico) ou através da detecção indireta pela 

sorologia (Saadatnia e Golkar, 2012). 

A detecção direta do parasita permite o diagnóstico da infecção aguda 

e requer a visualização de taquizoítos, através do isolamento dos parasitas do 

sangue e outros fluidos biológicos, e se faz através da inoculação 

intraperitoneal da amostra em camundongos de laboratório, sendo útil 

também para isolar a cepa do parasita (Paris, 2020). 

Já a técnica de PCR (reação em cadeia da polimerase) é utilizada 

para a detecção direta do material genético do parasita na amostra biológica 

e vem sendo efetiva na detecção de toxoplasmose congênita, ocular e em 

pacientes imunocomprometidos (Mesquita et al., 2010, Saadatnia e Golkar, 

2012; Paris, 2020). A técnica de PCR em tempo real (qPCR) é a mais usada 

para detectar e quantificar o DNA do parasita e é considerada uma técnica 

altamente sensível, especifica e rápida (Galvani et al., 2019). 

Considerando que a toxoplasmose é comumente assintomática ou 

não possui sintomas específicos, a detecção indireta da infecção através da 

sorologia é a mais utilizada (Saadatnia e Golkar, 2012). Diversos testes são 

usados para a detecção das diferentes classes de anticorpos (IgA, IgM, IgG, 

IgE) em fluidos biológicos, tais como ensaio de imunofluorescência indireta, 

teste de aglutinação direta e indireta, ensaio imunoenzimático ELISA, teste de 

avidez de IgG e Western blotting/Immunoblotting (Zhang K et al., 2016; Luo et 

al., 2019). 

Após a detecção da infecção por T. gondii, a maioria dos 

medicamentos disponíveis para o tratamento da toxoplasmose são ativos 

apenas contra taquizoítos e pode não haver a completa eliminação da 

infecção, já que não são efetivos contra bradizoítos dentro de cistos teciduais 

e infecções persistentes, sendo recomendado apenas para pacientes com 

toxoplasmose severa, infecção congênita, para pacientes 

imunocomprometidos e pacientes grávidas com infecção primária (Wang et 

al., 2019). 
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Como ainda não há uma vacina disponível para toxoplasmose, a 

prevenção da doença é baseada primariamente na educação em saúde para 

se evitar exposição ao parasita e vigilância sorológica de pacientes grávidas 

para prevenção de toxoplasmose congênita (Saadatnia e Golkar, 2012; Paris, 

2020). 

 

1.2. Relação parasita-hospedeiro - Resposta imunológica contra T. 

gondii 

 

O mecanismo de imunidade contra T. gondii é complexo e envolve as 

respostas imunes inata e adaptativa e, com uma resposta ágil desse sistema 

à proliferação dos parasitas, eliminando rapidamente os taquizoítos e, assim, 

impedindo o aparecimento de sintomas, entende-se o porquê a toxoplasmose 

é em sua maioria assintomática (Lüder e Rahman, 2017; Sasai, Pradipta e 

Yamamoto, 2018; Wang et al., 2019). 

A resposta imunológica contra a infecção por T. gondii é mediada 

primariamente por células do tipo Th1 que dependem da produção de 

interleucina-12 (IL-12) e interferon gama (IFN-) (Pifer e Yarovinsky, 2011; 

Halonen e Weiss, 2013). IL-12 e IFN- são citocinas essenciais para a 

eliminação de taquizoítos durante a infecção aguda e são importantes para a 

indução da formação de cistos teciduais e manutenção da infecção crônica 

(Wang et al., 2019). 

Após a invasão das células por taquizoítos e início da infecção, células 

do sistema imune inato (células dendríticas, macrófagos e neutrófilos) são as 

primeiras a migrar para o local de infecção e fazer a detecção do parasita 

através de receptores padrão de reconhecimento (PRRs), como receptores 

Toll-Like (TLRs), receptores Nod-like e lecitinas do tipo C (Dupont, Christian e 

Hunter, 2012; Sasai e Yamamoto, 2019; Wang et al., 2019). 

Quando as células epiteliais são parasitadas, estas secretam 

quimiocinas, antígenos de T. gondii (profilinas - essenciais para a invasão do 

parasita nas células hospedeiras), os quais são detectados pelas células 

apresentadoras de antígeno (APCs) – macrófagos e células dendríticas (DC) 

(Betancourt et al., 2019; Sasai e Yamamoto, 2019). Os receptores TLR11 e 
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TLR12 dos macrófagos e DCs irão interagir com proteínas profilina do parasita 

presentes no lúmen e secretar IL-12 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-), 

e estes irão estimular células T CD4+ e CD8+ e células NK (natural killer) a 

produzirem altos níveis de IFN- e mediarem a citotoxicidade (Sasai, Pradipta 

e Yamamoto, 2018; Betancourt et al., 2019; Sasai e Yamamoto, 2019; Wang 

et al., 2019).   

Além disso, neutrófilos são atraídos para o local de infecção e, em 

conjunto com macrófagos e DCs, irão fagocitar os parasitas que estão livre no 

lúmen, outros que foram opsonizados logo que entram na célula epitelial, ou 

mesmo fagocitar a célula infectada que entrou em apoptose (Robert-

Ganganeux e Dardé, 2012; Betancourt et al., 2019; Sasai e Yamamoto, 2019).  

Sendo assim, as APCs irão induzir a produção de citocinas pró-

inflamatórias, como IFN-, TNF-, IL-6 e IL-12, importantes para a ativação 

das respostas imunológicas subsequentes (Sasai e Yamamoto, 2019; Wang 

et al., 2019). Além disso, a produção de TNF- e IL-12 induz a diferenciação 

de células T CD4+ em células Th1, em resposta aos receptores TLR2 e TLR4 

que detectam proteínas glicosilfosfatidilinositol (GPI) ancoradas ao parasita, e 

há secreção de IFN- (Betancourt et al., 2019; Wang et al., 2019). 

IFN- irá limitar a proliferação do parasita, assim como a progressão 

da infecção, na fase aguda, eliminando o parasita através de diversos 

mecanismos intracelulares, como a estimulação da expressão de proteínas 

guanilato-ligantes (GBPs) e GTPases imuno-relacionadas (IGRs) para haver 

a degradação dos vacúolos parasitóforos (VP), aumentando a expressão de 

complexos principais de histocompatibilidade (MHC) e genes apresentadores 

de antígeno, assim como haverá a supra-regulação de outros fatores 

antiparasitários como espécies reativas de oxigênio (ROS) e espécies reativas 

de nitrogênio (RNS) (Dupont, Christian e Hunter, 2012; Sasai e Yamamoto, 

2019; Wang et al., 2019).  

Sendo assim, IFN- amplifica o sinal pelo receptor de superfície e ativa 

o transdutor de sinal e ativador de transcrição 1 (STAT1), em resposta à 

ativação, macrófagos e monócitos irão supra-regular a expressão da enzima 

indolamina 2,3-dioxigenase (IDO), a qual diminui o triptofano, que é um 
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aminoácido essencial para a replicação dos taquizoítos; irão supra-regular a 

expressão de óxido nítrico sintase induzível (iNOS), que controla a replicação 

do parasita com a diminuição de arginina; e supra-regular a expressão de 

espécies reativas de oxigênio (ROS), que controlam a replicação do parasita 

dentro da célula (Lima e Lodoen, 2019; Wang et al., 2019; Zhu et al., 2019).  

O reconhecimento do parasita pelas células do sistema imune inato 

leva a ativação do sistema imune adaptativo (Sasai, Pradipta e Yamamoto, 

2018). Imunidade adaptativa é dependente das APCs e a habilidade dessas 

células em detectar os antígenos de T. gondii (através da fagocitose do 

parasita ou de células infectadas, ou mesmo vestígios do parasita no lúmen, 

ou pela endocitose de antígenos secretados pelo parasita no meio) por TLRs 

e apresentar para as células B, células T CD4+ e CD8+ e células NK e ativá-

las, havendo também o recrutamento de monócitos e neutrófilos para o local 

de infecção (Dupont, Christian, Hunter, 2012; Sasai, Pradipta e Yamamoto, 

2018; Wang et al., 2019).  

Uma vez ativadas, as células B se comportam como APCs e 

estimulam as células T CD4+ a secretarem citocinas como IL-12 (indutor de 

mitose em células T) e, juntamente com IFN-, resultará em cópias de células 

T CD4+ e CD8+ antígeno-específicos, que produzem IFN- nos locais de 

infecção, além de produzir IL-10 para suprimir a inflamação exacerbada 

(Hanolen e Weiss, 2013; Sasai e Yamamoto, 2019; Wang et al., 2019).  

Monócitos e células NK também induzem a produção da citocina anti-

inflamatória IL-10, a qual é produzida desde a fase inicial da infecção até a 

fase crônica e é importante para a modulação a resposta imunológica e 

previne a produção exacerbada de citocinas pró-inflamatórias do tipo Th1 

(IFN-, TNF-), limitando a inflamação (Dupont, Christian e Hunter, 2012; 

Sasai e Yamamoto, 2019; Wang et al., 2019). 

Células T CD4+ e CD8+ são importantes para a sobrevivência a longo 

prazo do hospedeiro, agindo em sinergia para prevenir a reativação de cistos 

e reinfecções (Lüder e Rahman, 2017; Wang et al., 2019). Células T CD4+ irão 

auxiliar na resposta das células T CD8+ através da facilitação da apresentação 

de antígenos e supra-regulação de moléculas co-estimulatórias das DCs que 
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irão induzir a resposta das células T CD8+, auxiliando também no surgimento 

e replicação de células T CD8+ de memória (Khan, Hwang e Moretto, 2019). 

Dito isso, quando há a ruptura de cistos e liberação de taquizoítos, haverá o 

recrutamento de células T CD8+ e liberação de IFN- para controlar a 

replicação dos parasitas e eliminá-los (Cerutti, Blanchard e Besteiro, 2020). 

Imunidade humoral também é importante para o controle da 

toxoplasmose, já que a infecção promove a produção de altos níveis de 

imunoglobulinas circulantes (IgA, IgE, IgM e IgG) e estas possuem funções de 

proteção através de diferentes mecanismos, tais como a opsonização dos 

parasitas para fagocitose, inibição da adesão do parasita nas células 

hospedeiras, bloqueio da invasão parasitária e ativação da via clássica do 

sistema complemento (Dupont, Christian e Hunter, 2012; Wang et al., 2019). 

Enquanto o hospedeiro responde à infecção através de morte celular 

e produção de citocinas, alguns taquizoítos conseguem escapar e se 

disseminar pelo corpo do hospedeiro parasitando as células imunológicas, 

principalmente monócitos, que são capazes de atravessar as barreiras 

biológicas (Robert-Gangeneux e Dardé, 2012; Fisch, Clough e Frickel 2019; 

Melchor e Ewald, 2019).  

Além disso, os parasitas possuem meios para evadir a resposta 

imunológica e são dependentes das proteínas das organelas secretórias 

(róptrias e grânulos densos), como por exemplo, ROP18 é capaz de fosforilar 

IGRs, modulados pela ROP5, formando um polimorfo que impedirá a ruptura 

do vacúolo parasitóforo, e a ROP16 é capaz de interferir na sinalização das 

células imunológicas, em particular através da fosforilação dos fatores de 

transcrição STAT3 e STAT6, o que leva a infra-regulação na produção de IL-

12 por macrófagos e, consequentemente, infra-regulação na produção de 

IFN- (Robert-Gangeneux e Dardé, 2012; Betancourt et al., 2019).  

Assim, os taquizoítos conseguem sobreviver e logo se transformar em 

bradizoítos para escapar do sistema imune e, como não há evidência de 

inflamação ao redor dos cistos, estes se tornam invisíveis, o que aumenta a 

sobrevivência do parasita e o início da fase crônica no hospedeiro, 
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permanecendo soropositivos indefinidamente (Carruthers, 2002; Betancourt 

et al., 2019; Cerutti, Blanchard e Besteiro, 2020). 

 

1.2.1. Antígenos excretados/secretados de T. gondii 

 

Durante a infecção, o parasita libera no lúmen numerosas moléculas 

denominadas antígenos excretados/secretados de T. gondii (TgESAs) que 

ajudarão no processo de invasão e sobrevivência do parasita, através de 

imunomodulação, e podem ser os primeiros alvos do sistema imune do 

hospedeiro (Cesbron-Delauw e Capron, 1993; Saadtania et al., 2012). 

TgESAs são altamente imunogênicos e se comportam como 

quimiocinas que levam a disfunção de DCs na resposta imune inata, inibem a 

supra-regulação de moléculas de MHC classe II e inibem a citocina pró-

inflamatória TNF-, o que leva a estabelecer um microambiente anti-

inflamatório favorável à replicação do parasita (Diana et al., 2005; Leroux et 

al., 2015; Wang et al., 2017; Zhu et al., 2019).  

Além disso, há a estimulação da resposta de células T e produção de 

anticorpos, modulando a imunidade protetora a longo prazo (Carruthers, 2002; 

Meira et al., 2008; Costa-Silva et al., 2012). 

Recentemente, descobriu-se que TgESAs, essas moléculas 

imunomodulatórias parasita-especificas, as quais são liberadas no espaço 

extracelular, são transportadas por vesículas extracelulares (Bhatnagar et al., 

2007; Barteneva, Maltsev e Vorobjev, 2013; Kuipers et al., 2018; Ramírez-

Flores et al., 2019a). 

 

1.3. Vesículas Extracelulares 

 

Vesículas extracelulares (EVs) são definidas como partículas ou 

fragmentos membranosos que são liberadas naturalmente por praticamente 

todas as células eucarióticas e procarióticas (Szatanek et al., 2017; Théry et 

al., 2018; Anand et al., 2019). 

EVs possuem uma camada fosfolipídica, similar à célula de origem, 

não conseguem se replicar, ou seja, não possuem núcleo funcional (Szatanek 
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et al., 2017; Théry et al., 2018) e são capazes de transportar diversas 

moléculas incluindo proteínas (citocinas, receptores, ou mesmo ligantes de 

receptores), ácidos nucléicos (DNA, mRNA e miRNA) e lipídeos durante sua 

formação, que se dá através de ativação ou estresse celular (Szatanek et al., 

2017; Kao e Papoutsakis, 2019). 

A biogênese de EVs consiste em diferentes processos que originam 

três estruturas distintas: exossomos, ectosssomos ou microvesículas e corpos 

apoptóticos (Szatanek et al., 2017), sendo que uma única célula consegue 

secretar diferentes tipos de EVs ao mesmo tempo (Anand et al., 2019). 

 

a. Exossomos 

Exossomos são pequenas vesículas com diâmetro em torno de 40-

100 nm e são liberadas através de corpos multivesiculares quando entram em 

fusão com a membrana plasmática da célula (Szatanek et al., 2017; Kalluri e 

LeBleu, 2020).  

Inicialmente, endossomos são formados pela invaginação da 

membrana plasmática, passam pelo processo de maturação e se transformam 

em corpos multivesiculares, estes contêm uma população de vesículas 

intraluminais, que serão chamadas de exossomos quando liberadas no meio 

extracelular (Li X et al., 2019; Kalluri e LeBleu, 2020). Os corpos 

multivesiculares irão, então, serem transportados para lisossomos, os quais 

serão degradados ou irão se fundir com a membrana plasmática da célula e 

liberar os exossomos no meio extracelular, sem haver sinalização de 

processos apoptóticos ou necróticos (Deolindo, Evans-Osses e Ramirez, 

2013; Li X et al., 2019; Kalluri e LeBleu, 2020).  

Essas vesículas possuem principalmente proteínas derivadas da 

célula de origem enriquecidas por histonas, proteínas MHC de classe I e II, 

proteínas de choque térmico (heat-shock) e tetraspaninas, além de ácidos 

nucleicos e lipídeos (Deolindo, Evans-Osses e Ramirez 2013; Raposo e 

Stoorvogel, 2013). 
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b. Microvesículas (ectossomos) 

Microvesículas se originam de um brotamento da membrana 

plasmática da célula de origem, mecanismo dependente de Ca2+, e isso define 

a composição molecular da vesícula, pela incorporação seletiva de proteínas, 

ácidos nucleicos e lipídeos, conferindo maior heterogeneidade em 

comparação aos exossomos, e seu diâmetro pode variar entre 100 nm e 1 m 

(Szatanek et al., 2017; Li X et al., 2019; Kalluri e LeBleu, 2020).  

Dependendo da origem da célula e o estímulo, essas vesículas 

podem conter diferentes proporções de fosfolipídios e lipídios bioativos, RNAs 

(mRNA e miRNA), enzimas e proteínas derivadas do citoplasma, além de 

citocinas e receptores característicos da célula de origem (Deolindo, Evans-

Osses e Ramirez, 2013). 

 

c. Corpos apoptóticos 

Corpos apoptóticos são formados quando a célula entra em apoptose 

(morte celular programada), havendo desintegração da célula e formação de 

bolhas na membrana plasmática, a qual serão liberadas no meio extracelular 

como vesículas, sendo que o diâmetro das mesmas varia de 50 nm a 5 m 

(Akers et al., 2013; Szatanek et al., 2017; Anand et al., 2019). 

 

Uma vez que EVs são liberadas, essas se disseminam pelo 

organismo e podem ser encontradas em fluidos biológicos, tais como sangue, 

saliva, lágrima, urina, líquido cefalorraquidiano, linfa, líquido amniótico, leite 

materno, sêmen, líquido pleural, escarro (Akers et al., 2013; Szatanek et al., 

2017; Wu et al., 2019). 

 

1.3.1. Métodos para isolamento e caracterização de vesículas 

extracelulares 

 

Sabendo que EVs podem transportar informações do estado 

fisiológico da célula de origem, técnicas foram desenvolvidas para detecção e 

caracterização das propriedades bioquímicas, moleculares e biofísicas das 

vesículas (Szatanek et al., 2017).  
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Tamanho, morfologia, concentração, origem celular e composição 

molecular (proteômica, lipidômica e genômica) podem ser usadas para 

caracterizar as EVs (Li X et al., 2019). 

Diversas técnicas vêm sendo aplicadas para isolamento, detecção e 

caracterização de EVs, dentre elas é utilizado a microscopia eletrônica de 

transmissão, microscopia de força atômica e microscopia eletrônica de 

varredura, ultracentrifugação, cromatografia por exclusão de tamanho, 

imunoafinidade, separação por gradiente de densidade e sistemas 

microfluídicos, citometria de fluxo e análise de rastreamento de nanopartículas 

(NTA) (Van der Pol 2014, Szatanek et al., 2017; Li X et al., 2019; de Souza e 

Barrias, 2020). Além disso, vêm sendo usado para isolamento das vesículas 

métodos como filtração seriada e métodos imunológicos, como ELISA, 

utilizando anticorpos conjugados com beads magnéticos específicos para 

detectar proteínas ancoradas nas EVs (Akers et al., 2013). 

Considerando que exossomos são pequenos e de baixa densidade, a 

ultracentrifugação é a mais usada como método de isolamento dessas 

vesículas e, para a análise de proteínas e ácidos nucleicos, espectrometria de 

massa vem sendo empregada para caracterizar o conteúdo das vesículas (de 

Souza e Barrias, 2020). Western blotting também é usado para caracterização 

das proteínas presentes nas EVs, além de demonstrar a integridade das 

moléculas proteicas (Akers et al., 2013). 

Sabendo que EVs são capazes transportar proteínas e material 

genético para o meio extracelular e que podem ser encontrados em fluidos 

biológicos, estas se tornam potenciais biomarcadores em diagnósticos (Akers 

et al., 2013; Coakley Maizels e Buck, 2015; Li X et al., 2019). Diversos ensaios 

foram desenvolvidos para se testar os potenciais biomarcadores, tais como 

ensaios de tipagem proteica, ensaios de expressão gênica e sequenciamento 

do material genético das EVs (Akers et al., 2013).  

Além disso, estratégias terapêuticas utilizando EVs estão sendo 

estudadas, já que podem ser veículos para fármacos/genes específicos a um 

determinado alvo, dado que são biocompatíveis, possuem alta estabilidade e 
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são eficazes na transferência de seu conteúdo para a célula alvo (Akers et al., 

2013; Coakley, Maizels e Buck, 2015; de Souza e Barrias, 2020). 

 

1.3.2. Comunicação entre as células 

 

EVs são mediadores importantes para a comunicação intercelular, ou 

seja, as células irão usar EVs e seus conteúdos para comunicar entre si 

através de contato direto de receptores específicos ou mesmo por 

transferência de material genético, proteínas e lipídeos (Coakley, Maizels e 

Buck, 2015), participando na regulação de diversos processos biológicos, 

desde homeostase de populações celulares a atividades imunológicas e 

metabólicas e até em processos patogênicos (Deolindo, Evans-Osses e 

Ramirez, 2013; Kao e Papoutsakis, 2019; Kalluri e LeBleu, 2020).  

A comunicação intercelular se dá tanto pela interação direta entre a 

membrana proteica da EV e o respectivo receptor da célula ou mesmo por 

endocitose e fusão da membrana da EV e, consequente, internalização do 

conteúdo pela célula receptora (figura 6) (Raposo e Stoorvogel, 2013; Akers 

et al., 2013; Kao e Papoutsakis, 2019). 
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Figura 6. Figura esquemática da transferência de proteínas e ácidos nucleicos por 

EVs. Proteínas e ácidos nucleicos são selecionados e incorporados em 

vesículas intraluminais dos corpos multivesiculares ou mesmo nos 

brotamentos da membrana plasmática, que formarão as microvesículas. 

Os corpos multivesiculares se fundem à membrana plasmática e liberam 

os exossomos no meio extracelular. EVs irão entrar em contato com a 

célula receptora (1) e podem ser incorporadas à membrana plasmática (2) 

ou serem endocitadas (3). Vesículas endocitadas se juntam à membrana 

plasmática da célula receptora e formam endossomos (4). Ambas as 

formas resultam na liberação das moléculas presentes nas EVs no citosol 

da célula receptora. Fonte: adaptado de Raposo e Stoorvogel (2013). 

 

Apesar disso, EVs não interagem com qualquer célula que venham a 

entrar em contato quando estiverem navegando no meio extracelular, as 

vesículas possuem receptores específicos de reconhecimento celular, 

fazendo com que interajam exclusivamente com a célula receptora para a qual 

elas foram designadas a interagir, como, por exemplo, vesículas provenientes 

de plaquetas vão interagir com macrófagos e células endoteliais, mas não 

com neutrófilos, porém vesículas de neutrófilos podem interagir com 

plaquetas, macrófagos e DCs (Cocucci, Racchetti e Meldolesi, 2009). 
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Estudos mostram que EVs participam de diferentes modos em 

patologias, incluindo o câncer (Mantel e Marti, 2014; Coakley, Maizels e Buck, 

2015). Tumores secretam vesículas contendo fatores carcinogênicos que se 

relacionam com o estabelecimento e progressão do tumor nos tecidos 

subjacentes (Deolindo, Evans-Osses e Ramirez, 2013; Coakley, Maizels e 

Buck 2015; Tai et al., 2019) e há evidências que estão envolvidos na 

angiogênese para progressão tumoral e migração de células tumorais em 

metástases (Raposo e Stoorvogel 2013; Tai et al., 2019), além da descoberta 

de certos tipos de câncer estarem associados ao transporte de miRNA pelas 

vesículas (Szatanek et al., 2017; Tai et al., 2019). 

Enquanto a maioria dos estudos disponíveis estão focados em 

oncologia, mais e mais estudos estão sendo feitos na área de doenças 

infecciosas, já que se descobriu um papel importante das EVs na patogênese 

dessas doenças (Coakley, Maizels e Buck, 2015). 

  

1.3.3. Infecções parasitárias 

 

Nos últimos 20 anos, diversos estudos foram publicados mostrando a 

liberação de EVs no meio extracelular por parasitas, porém ainda não se sabia 

a importância dessas vesículas, contudo, com avanços na pesquisa, hoje é 

largamente aceito como um fenômeno que possui um significado patológico 

(Torrecilhas et al., 2012; Kuipers et al., 2018). 

Há cerca de 50 anos, a liberação de EVs foi descoberta em estudos 

com bactérias gram-negativas, Vibrio cholerae e Neisseria meningitidis, além 

de estudos com fungos Cryptococcus neoformans e parasitas como 

Schistosoma mansoni e Fasciola hepatica (Kuipers et al., 2018). Inicialmente, 

achava-se que EVs eram artefatos, até que em estudos mais aprofundados 

com bactérias gram-negativas descobriu-se que EVs liberadas pelas bactérias 

aumentavam sua sobrevida, assim como participavam na formação de 

biofilmes e faziam transferência de DNA para outras bactérias, 

compartilhando genes envolvidos na resistência de antibióticos (Kuipers et al., 

2018).  
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Já na última década, estudos conseguiram evidenciar a produção e 

função de EVs em bactérias gram-positivas, fungos, parasitas, como 

Trypanosoma sp., Giardia intestinalis, Leishmania sp., Plasmodium sp. e 

Acanthamoeba castellanii (Deolindo, Evans-Osses e Ramirez, 2013; Kuipers 

et al., 2018). 

A partir desses estudos, descobriu-se que EVs de parasitas exercem 

um papel importante em hospedeiros infectados, já que possuem antígenos 

parasita-específicos importantes na superfície (proteínas 

excretadas/secretadas - ESAs) que se relacionam com fatores de virulência 

(toxinas, proteases, adesinas) e com a patogênese, participando na 

modulação do sistema imunológico do hospedeiro (resposta pró-inflamatória) 

e disseminação do parasita (Torrecilhas et al., 2012; Berteneva, Maltsev e 

Vorobjev, 2013, Szempruch et al., 2016). 

Em geral, é possível distinguir três tipos de liberação de EVs em 

infecções: EVs liberadas exclusivamente por parasitas, EVs oriundas das 

células do hospedeiro que foram estimuladas por EVs do parasita, e EVs das 

células do hospedeiro infectadas (Mantel e Marti, 2014; Wu et al., 2019).  

EVs liberadas pelo parasita contêm informações do mesmo 

(proteínas, ácidos nucleicos) que serão transferidas às células hospedeiras 

que irão ajudá-lo a modular e escapar do sistema imunológico e assim 

promover a infecção, por outro lado, EVs liberadas pelas células infectadas, 

seja pelo estresse da infecção parasitária, irão ativar células do sistema 

imunológico (macrófagos, células NK, monócitos, células T e B) que irão 

promover uma resposta imune contra o parasita (Coakley, Maizels e Buck, 

2015; Wu et al., 2019). 

A principal função das EVs de parasitas é conseguir estabelecer 

comunicação entre os parasitas e com as células do hospedeiro e, na maioria 

das vezes, beneficiar-se da interação com o hospedeiro e aumentar sua 

sobrevida, conseguindo escapar da resposta imunológica e contribuir na 

dispersão de fatores de virulência, mas também poderá facilitar a indução de 

respostas imunes do hospedeiro contra o parasita (figura 7) (Mantel e Marti, 

2014; Kuipers et al., 2018). 
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Figura 7. Figura esquemática dos meios de comunicação intracelular mediada por 

EVs. (1) Comunicação entre os parasitas – EVs podem regular o 

comportamento da população parasitária e realizar trocas entre si de 

fatores de virulência (Trypanosoma brucei) ou mesmo fatores de 

resistência de fármacos (Plasmodium falciparum). (2) Comunicação entre 

parasita-hospedeiro – EVs conseguem modular a resposta imunológica do 

hospedeiro através da ativação/supressão de respostas inflamatórias, ou 

mesmo induzir respostas do hospedeiro que facilitam alguns aspectos 

fenotípicos do parasita, como aumentar a aderência da célula hospedeira 

(Trichomonas vaginalis) ou mesmo induzir a proliferação celular, ajudando 

no crescimento e replicação de parasitas intestinais. (3) Resposta do 

hospedeiro – parasitas induzem a produção de EVs pela célula hospedeira, 

os quais conseguem tanto promover quanto suprimir a infecção, por 

exemplo, EVs derivadas de plaquetas e células endoteliais promovem a 

infecção por Plasmodium sp. e EVs derivadas de células epiteliais contém 

propriedades antimicrobianas contra infecção por Cryptosporidium 

parvum. Fonte: Adaptado de Marti e Johnson (2016). 

 

Sendo assim, EVs conseguem estimular a célula hospedeira e, assim, 

transportar moléculas (proteínas, lipídeos, polissacarídeos ou RNAs) para o 
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seu interior e modificar sua função ou mesmo induzir apoptose (Deolindo, 

Evans-Osses e Buck, 2013; Kuipers et al., 2018), tal qual a transferência de 

miRNAs do parasita (ou hospedeiro) é capaz de modificar a expressão gênica 

da célula hospedeira, ou mesmo a transferência de proteínas contendo fatores 

de virulência são capazes de evadir o sistema imune inato do hospedeiro, ou 

mesmo causar citotoxicidade e induzir resposta pró-inflamatória (Marti e 

Johnson, 2016; Kuipers et al., 2018). 

Foi demonstrado, por exemplo, que vesículas podem ser 

internalizadas pelas células do hospedeiro, sendo então processadas e, 

assim, conseguir apresentar os antígenos na forma de complexos MHC, 

provocando uma resposta imunológica antiparasitária, envolvendo-se na 

imunopatogênese do hospedeiro (Deolindo, Evans-Osses e Buck, 2013). 

Diversas infecções parasitárias levam a um aumento da concentração 

de EVs nos fluidos biológicos de hospedeiros infectados, podendo ter 

influência na regulação fisiológica e progressão da doença (Mantel e Marti, 

2014; da Cruz et al., 2020), diante disso, as moléculas transportadas pelas 

EVs dos parasitas podem ser potenciais biomarcadores da doença e ter 

aplicações terapêuticas, como, por exemplo, a detecção de miRNA associado 

às EVs de Schistosoma mansoni no soro de pacientes infectados como sendo 

um biomarcador para o diagnóstico da doença ou mesmo a descoberta de 

novos fármacos que têm como alvo a fusão das EVs de Trypanosoma sp. aos 

eritrócitos do paciente para se evitar casos de anemia (Kuipers et al., 2018; 

Wu et al., 2019). 

 

1.3.4. EVs de T. gondii 

 

Apesar de não haver muitos estudos disponíveis sobre EVs de T. 

gondii, recentemente conseguiu-se isolar e identificar EVs liberadas pelo 

parasita através de microscopia eletrônica (figura 8), NTA e Western Blotting 

(Li Y et al., 2018a; Silva et al., 2018; de Souza e Barrias, 2020). Além disso, 

demonstrou-se que taquizoítos são capazes de liberar vesículas da 

membrana plasmática, anel apical e poro posterior, e o tamanho das EVs 
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identificadas foram de aproximadamente 50-100 nm (exossomos) e 200 nm 

(microvesículas) (Ramírez-Flores et al., 2019a; Ramírez-Flores et al., 2019b). 

 

 

Figura 8. Microscopia eletrônica de varredura demostrando a liberação de EVs por 

taquizoítos de T. gondii da cepa RH. (A) e (B) mostram a membrana do 

parasita liberando numerosas EVs depois de incubados em meio de 

cultura por 2 horas, já (C) e (D) mostram o aumento da liberação de EVs 

depois de 24 horas de incubação. (E) e (F) demonstram, através de 

microscopia eletrônica de transmissão, as EVs liberadas pelos 

taquizoítos após serem purificadas pela técnica de cromatografia por 

exclusão de tamanho. Fonte: Silva et al. (2018). 

  

Wowk et al. (2017) foi o primeiro a descrever o perfil proteômico dos 

exossomos liberados por taquizoítos isolados de cultura de células. 

Demostrou as diversas proteínas exclusivas do parasita presentes nas EVs, 

mas ainda não se sabe exatamente quais as funções biológicas das vesículas 

de T. gondii no hospedeiro. 

Estudos mostram, também, que altas concentrações de EVs do 

parasita conseguem diminuir a viabilidade de macrófagos do hospedeiro, 

porém, quando em contato com pequenas quantidades de EVs, pode haver a 
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estimulação da produção de citocinas pró-inflamatórias, levando à resposta 

do sistema imune inato e regulação da comunicação entre o parasita e células 

do hospedeiro (Li Y et al., 2018a; Li Y et al., 2018b). 

Outros estudos sugerem que EVs de T. gondii podem servir como 

vacinas contra a toxoplasmose, já que EVs carregam antígenos específicos 

do parasita e podem ser apresentados para células APCs direta ou 

indiretamente, o que pode desencadear uma resposta imunológica 

caracterizada pelo equilíbrio de citocinas Th1/Th2, resultando na produção de 

anticorpos contra T. gondii, desencadeando a imunidade protetora contra a 

infecção (Torrecilhas et al., 2012; Długońska e Gatkowska, 2016; Wu et al., 

2019). 

Além do mais, mostrou-se que EVs podem influenciar a proliferação 

e ciclo de vida das células do hospedeiro e vários miRNAs exossomais estão 

envolvidos na regulação de genes-alvo ligados à divisão celular, relacionando-

se aos mecanismos de patogênese do parasita no hospedeiro (Długońska e 

Gatkowska, 2016). 

 

1.4. microRNAs 

  

microRNAs (miRNA) fazem parte dos RNAs não-codificadores, os 

quais não codificam proteínas, porém participam da manutenção do genoma 

e regulação da expressão gênica de cerca de 60% dos genes codificadores 

de proteínas em humanos (Ghalehnoei et al., 2019; Acuña, Floeter-Winter e 

Muxel, 2020). 

São ácidos nucleicos de fita simples com aproximadamente 18-24 

nucleotídeos que interagem com a região não-codificante 3’ (3’ UTR) do RNA 

mensageiro (mRNA), o que leva à degradação ou mesmo à inibição da 

transcrição e tradução do mRNA em proteínas, sendo importante para a 

regulação da expressão gênica (Cai e Shen, 2016; Ghalehnoei et al., 2019; 

Acuña, Floeter-Winter e Muxel, 2020). 

A síntese de miRNA é um processo com diversas etapas. 

Primeiramente, genes do miRNA são transcritos pela RNA polimerase II em 
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transcritos primários de miRNA (pri-miRNA) de dupla-fita, contendo centenas 

de nucleotídeos. No núcleo, pri-miRNA será clivado pelo complexo 

ribonuclease nuclear III (DROSHA) e DGCR8 (proteína ligante de RNA dupla-

fita, também conhecido como PASHA) dando origem ao precursor de miRNA 

(pre-miRNA), com aproximadamente 70 nucleotídeos e com formato de 

grampo. Em seguida, pre-miRNA é exportado para o citoplasma através da 

proteína exportina-5. A enzima RNAse III (DICER) irá, então, reconhecer a 

forma do pre-miRNA e o clivar em pequenas moléculas dupla-fita de miRNAs, 

e estas serão convertidas em fitas simples, através de enzimas helicases, 

formando o miRNA maduro (Cai e Shen, 2016; Ghalehnoei et al., 2019; Acuña, 

Floeter-Winter e Muxel, 2020). 

Depois de pronto, o miRNA poderá se ligar ao complexo 

ribonucleoproteico da proteína argonauta e o complexo silenciador induzido 

por RNA (RISC) e irá interagir com o mRNA alvo, levando à regulação da 

expressão gênica (Cai e Shen, 2016; Ghalehnoei et al., 2019; Acuña, Floeter-

Winter e Muxel, 2020).  

Diversos estudos mostram a importância dos miRNAs como 

mediadores na imunidade inata e adaptativa, controlando a diferenciação e 

função das células imunológicas, tais como através da ativação de 

macrófagos, células dendríticas e células NK, além do controle no 

desenvolvimento de células B e T, limitação da diferenciação de células Th1 

e auxílio na produção de anticorpos de alta afinidade (Ghalehnoei et al., 2019; 

Khan, Hwang e Moretto, 2019). 

O envolvimento de miRNA em diferentes processos biológicos, tais 

como doenças crônicas ou doenças infecciosas, demonstram a complexidade 

na interação simultânea com diversas moléculas controlando diferentes 

aspectos da expressão gênica (Acuña, Floeter-Winter e Muxel, 2020). 

Diferentes estudos mostram que miRNAs são expressos de diversas 

maneiras em pacientes com hepatotoxicidade (Ozer et al., 2008), doenças 

cardiovasculares (Contu, Latronico e Codorelli, 2010) e doenças infecciosas 

(Fu et al., 2011; Reynoso et al., 2014), o que o torna um potencial biomarcador 

para essas patologias (Acuña, Floeter-Winter e Muxel, 2020).  
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Além disso, miRNAs são encontrados em EVs e medeiam a 

comunicação entre as células, já que as EVs protegem os miRNA de serem 

degradados no meio extracelular até chegarem na célula alvo, o que o 

classifica, também, como potencial biomarcador, pois as EVs podem refletir o 

estado da célula que as originaram (Akers et al., 2015; Bayer-Santos, Marini 

e da Silveira, 2017; Jun, Yang e Zhisu, 2019; Acuña, Floeter-Winter e Muxel, 

2020). 

Em infecções parasitárias, a identificação de diferentes miRNAs tem 

se tornado útil para se estudar a patogênese de muitas espécies de 

protozoários como Cryptosporidium sp., Plasmodium sp. e T. gondii, além de 

ajudar no diagnóstico e monitoramento da progressão das doenças que esses 

parasitas causam (Judice et al., 2016). 

Uma vez dentro do hospedeiro, os parasitas conseguem regular a 

expressão gênica das células do hospedeiro, ou seja, modificam a expressão 

de diferentes miRNAs da célula, induzido pelo parasita ou em resposta aos 

mecanismos de defesa do hospedeiro, para aumentar sua habilidade de 

infectar e se proliferar dentro das células-alvo, tais como células epiteliais, 

hepatócitos, hemácias e, para alguns parasitas, células do sistema imune, 

macrófagos e células dendríticas, através da inibição da resposta imunológica 

envolvidas na apoptose e produção de citocinas (Judice et al., 2016; Bayer-

Santos, Marini e da Silveira, 2017). 

T. gondii desenvolveu mecanismos sofisticados para sobreviver e 

estabelecer a infecção no hospedeiro depois do processo de invasão e um 

exemplo disso é sua habilidade em modificar miRNAs importantes do 

hospedeiro sendo capaz de alterar os genes associados com o sistema 

imunológico do mesmo, já que miRNAs são importantes para o bom 

funcionamento das células do sistema imune (Cai e Shen, 2016; Judice et al., 

2016). 

O parasita necessita de miRNAs específicos para eficientemente se 

replicar e conseguir manipular os meios de sinalização de infecção do 

hospedeiro, a exemplo disso é a capacidade de cistos teciduais e taquizoítos 

em alterar a expressão de miRNA no cérebro e baço do hospedeiro para 
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progredir com a infecção (Zeiner e Boothroyd, 2010; Xu et al., 2013; Hu et al., 

2018; Khan, Hwang e Moretto, 2019).  

Além disso, estudos mostram que o parasita consegue modular a 

expressão gênica do hospedeiro de modo que, em 24 horas após a infecção, 

há um aumento de 15% da expressão de genes do parasita na célula infectada 

e, como consequência, grande parte da produção de proteínas do hospedeiro 

é mediada pela expressão gênica provocada pelo T. gondii (Zeiner e 

Boothroyd, 2010; Zeiner et al., 2010). 

Assim sendo, T. gondii é capaz de modificar o perfil genético dos 

miRNAs do hospedeiro de modo a alterar a resposta à infecção a favor do 

parasita (Acuña, Floeter-Winter e Muxel, 2020). 

 

1.5. Justificativa 

 

Diante do levantamento bibliográfico relatado acima, atualmente 

pouco se conhece a participação de EVs na relação T. gondii e seus 

hospedeiros e a relevância na patofisiologia da toxoplasmose, logo, este 

estudo pretende caracterizar a produção de EVs de três cepas de T. gondii e 

investigar a participação dessas vesículas no sistema imunológico de 

hospedeiros. 
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2. Objetivos 
 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

Investigar se há diferenciação na produção de vesículas extracelulares (EVs) 

produzidas por três cepas de Toxoplasma gondii e a participação destas 

vesículas na resposta imune de hospedeiros infectados. 

 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

• Estimular a produção de EVs de taquizoítos adaptados às culturas 

celulares de três cepas de T. gondii; 

• Padronizar a metodologia de purificação e concentração de EVs; 

• Comparar a produção e caracterização de EVs de cada cepa; 

• Investigar se taquizoítos e EVs por eles liberadas possuem o mesmo 

perfil de expressão de miRNAs presentes em hospedeiros infectados; 

• Investigar a capacidade de EVs de cada cepa em estimular o sistema 

imune do hospedeiro infectado; 

• Determinar, por Immunoblot, anticorpos anti-EVs em pacientes com 

toxoplasmose; 

• Investigar se EVs de T. gondii estimulam a produção in vitro de 

citocinas por esplenócitos de camundongos. 
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3. Metodologia 
 

 

3.1. Considerações éticas 

 

Este estudo foi realizado de acordo com as recomendações da: (i) 

“Comissão de Ética no Uso de Animais do Instituto Adolfo Lutz (CEUA-IAL)” e 

“Conselho Nacional de Controle de Experimentação (CONCEA)”. Ambos os 

Comitês aprovaram este estudo sob o requerimento nº 01/2018. Todos os 

camundongos utilizados nos experimentos foram obtidos e mantidos no 

Centro de Laboratório de Animais e Experimentação do Instituto Adolfo Lutz. 

(ii) Comitê de Ética Humana do Instituto Adolfo Lutz e Plataforma Brasil, que 

aprovou este estudo sob o número CONEP-IAL/SES: 185705.  

 

3.2. Manutenção das cepas de T. gondii em camundongos 

 

As três cepas foram mantidas em camundongos isogênicos da 

linhagem AS/n, com idade entre 25 e 30 dias, no biotério de experimentação 

do Instituto Adolfo Lutz.  

A cepa RH foi mantida semanalmente por inóculos intraperitoneais 

com 1x105 taquizoítos/animal e, após quatro dias de infecção, os animais 

foram submetidos a eutanásia e faz-se lavagens intraperitoneais com 5 mL de 

NaCl 0,85% estéril. Os lavados foram centrifugados durante 10 minutos a 

3.000 rpm e os parasitas quantificados em câmara de Neubauer para cálculo 

e obtenção da concentração desejada. Os taquizoítos obtidos dos lavados 

intraperitoneais foram posteriormente utilizados para a manutenção da cepa 

em cultura de células e obtenção de antígeno para os testes sorológicos.  

As cepas cistogênicas ME-49 e VEG foram mantidas por passagens 

seriadas, com intervalos de 30 a 45 dias, com inóculos orais contendo 10 

cistos/animal. A suspensão usada é proveniente de macerado de células 

cerebrais em 5 mL de NaCl 0,85% de animais infectados com a respectiva 

cepa e, antes de fazer o inóculo, os cistos são quantificados por microscopia 

óptica (400X) entre lâmina e lamínula utilizando 10 μL da suspensão cerebral.  
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Como as cepas ME-49 e VEG são cisotogênicas e não há taquizoítos 

circulantes na corrente sanguínea do camundongo, como ocorre com a cepa 

RH, foi necessário imunossuprimir os camundongos previamente para extrair 

os taquizoítos e adaptá-los na cultura em células. Para isso, camundongos da 

linhagem AS/n foram imunossuprimidos com 15 mg/L de dexametasona, a 

qual foi adicionada na água do bebedouro dos animais, durante cinco dias. A 

seguir, os animais foram infectados por via oral com cistos provenientes de 

outros animais infectados, utilizando a mesma técnica mencionada acima. Os 

camundongos foram observados diariamente e, em cerca de sete dias, 

apresentaram a condição física da fase aguda. Então, os animais foram 

submetidos a eutanásia, os cistos foram retirados, em condições assépticas, 

do cérebro dos animais e macerados com solução fisiológica tamponada 

(PBS) pH 7,2 estéril, e os taquizoítos foram extraídos de lavados do peritônio 

utilizando PBS estéril. Os lavados intraperitoneais foram imediatamente 

inoculados na cultura de células. Já o macerado cerebral foi centrifugado a 

2.000 rpm durante 1 minuto e incubado a 37 C em estufa de CO2 a 5% por 

10 minutos. Após isso, o sobrenadante e o sedimento foram inoculados em 

cultura de células separadamente. O acompanhamento da infeção nas 

culturas de células foi observado rotineiramente por, no mínimo, 60 dias, até 

as culturas apresentar intensa infecção, produzindo grande quantidade de 

taquizoítos. 

 

3.3. Cultura de células VERO 

 

As culturas de células VERO foram mantidas em garrafas de cultura 

de 75 cm2 contendo 5 mL de meio 199 suplementado com 2,5 µg/mL de 

gentamicina e 10% de soro fetal bovino (SFB) em pH 7,2 e acondicionadas 

em estufa a 37 C e 5% de CO2. 

Para o repique de células, o meio contido na garrafa foi desprezado e 

as células mantidas neste meio foram lavadas uma vez com 1 mL de 0,25% 

de tripsina/EDTA, depois adicionado uma nova alíquota de tripsina e foi 

incubado durante cinco minutos à temperatura ambiente para a desafixação 
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das células da parede da garrafa. Subsequentemente, uma nova alíquota do 

meio 199 foi adicionada às células e estas contadas em câmara de Neubauer. 

Após a contagem, alíquotas de 1 mL das células foram distribuídas em novas 

garrafas de cultivo e acrescentado 5 mL de meio 199 suplementado para o 

crescimento das mesmas.  

Os repiques foram feitos a cada 3-4 dias e mantidos a 37 C em estufa 

de CO2 a 5%. As células foram observadas diariamente, utilizando um 

microscópio invertido, até a completa formação da monocamada celular.  

 

3.4. Manutenção de cepas de T. gondii em cultura de células VERO 

 

Taquizoítos das cepas RH, ME-49 ou VEG foram transferidos dos 

camundongos para as culturas de células, como descrito anteriormente. Após 

a adaptação dos parasitas, a manutenção dos mesmos foi realizada em 

garrafas contendo as células VERO infectadas com 1x107 taquizoítos de cada 

cepa proveniente de outra garrafa e mantidas a 37 C em estufa de CO2 a 5%. 

As culturas foram observadas diariamente, com auxílio do microscópio 

invertido, até a completa lise das células e liberação dos taquizoítos no meio 

de cultura.  

Os parasitas liberados no sobrenadante das culturas foram recolhidos 

em tubos cônicos de 15 mL e centrifugados a 400 rpm durante 10 minutos, 

para remover os restos celulares. O sobrenadante, contendo os parasitas, foi 

transferido para tubos novos e centrifugados a 3.000 rpm durante 10 minutos. 

O sobrenadante foi descartado e o sedimento, contendo os parasitas, foi 

ressuspenso em 5 mL de PBS estéril. Para eliminar completamente o meio de 

cultura, a suspensão foi lavada (três vezes) com 5 mL de PBS estéril e 

centrifugada a 3.000 rpm por 10 minutos. A seguir, o sedimento foi 

ressuspenso com 1 mL de meio RPMI 1640 livre de SFB, 10 L foi retirado da 

suspensão para estimar o número de parasitas utilizando a câmara de 

Neubauer e o restante foi utilizado tanto para infectar novas garrafas de 

cultura de células quanto para a produção de EVs. 
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3.5. Produção de antígeno lisado de taquizoítos (ALT) da cepa RH de 

T. gondii 

 

A produção e purificação de ALT foi realizada como descrito 

previamente por MEIRA et al., 2008. Taquizoítos da cepa RH foram coletados 

de lavados intraperitoneais de camundongos infectados e centrifugados a 400 

rpm durante 10 minutos para retirar células do peritônio do animal. O 

sobrenadante foi transferido para outro tubo e centrifugado a 3.000 rpm por 

10 minutos para concentrar os parasitas. Esse procedimento foi repetido por 

pelo menos 10 vezes até obter uma grande quantidade de taquizoítos. A 

seguir, o sedimento contendo os parasitas foi ressuspenso com 2 mL de PBS 

estéril e filtrado (filtro com poros de 3,0 m). Observou-se no microscópio 

(400X) se ainda havia presença de células do animal entre os parasitas e 

prosseguiu-se. Para que ocorresse a lise da membrana plasmática dos 

parasitas, a suspensão foi transferida para tubos de 1,5 mL contendo pérolas 

disruptoras (beads) de 150:212 m e utilizou-se o disruptor de membrana 

TissueLyser LT (Qiagen, Hilden, Alemanha), com 8 ciclos de 4 minutos (50 

oscilações/segundo) e intervalos de 2 minutos entre os ciclos. Para a 

completa lise dos parasitas, a suspensão foi tratada por ultrassom (Eco-

Sonics, Ultronique, São Paulo, Brasil) com 3 ciclos a 40 A/minuto, durante 5 

minutos e 1 minuto de intervalo. Após a certificação da lise dos parasitas por 

microscopia óptica, o antígeno lisado foi dissolvido em NaCl 0,3 M e a 

concentração proteica determinada por espectrofotômetro NanoDrop ND 

100 (Thermo Fisher Scientific, Massachussetts, EUA). A seguir, a 

concentração foi ajustada para 1 µg/mL e as alíquotas estocadas a -70 C 

para o uso.  

O ALT foi utilizado para realizar o ELISA, para o diagnóstico 

sorológico das amostras clínicas, e como controle positivo nos procedimentos 

de análise das EVs de T. gondii. 
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3.6. Diagnóstico sorológico da toxoplasmose em soros humanos e 

murinos 

 

Para este estudo foram utilizados 18 soros humanos e três soros 

murinos provenientes da soroteca de Laboratório de Biologia Molecular de 

Parasitas e Fungos do Instituto Adolfo Lutz.  

O diagnóstico sorológico da toxoplasmose foi realizado conforme 

descrito previamente (Colombo et al., 2005). Utilizou-se placas de poliestireno 

com 96 orifícios medium-binding serão sensibilizadas com 50 µL de ALT (1,5 

g/mL tampão bicarbonato de sódio) e incubados a 4 C por 18 horas. Em 

cada placa foi incluído dois controles (positivo e negativo) e o branco (sem 

antígeno). Após esse período, foram feitas duas lavagens com solução de 

PBS-Tween 20 0,05% e a placa foi bloqueada com solução de PBS-leite 

desnatado 5% (200 µL/orifício) por 60 minutos a 37 C. A seguir, a placa foi 

novamente lavada (cinco vezes) com solução de PBS-Tween 20 0,05%. A 

seguir foram adicionados os soros humanos e soros murinos diluídos 1:50 e 

1:20, respectivamente, em PBS-leite desnatado 5% (50 μL/orifício) e 

incubados por 60 minutos a 37 C. Após cinco lavagens com PBS-Tween 20 

0,05%, adicionou-se aos poços 50 μL de um segundo anticorpo anti-humano 

IgG conjugado com peroxidase e anti-camundongo conjugado a peroxidase 

diluídos 1:20.000 e 1:1000 respectivamente, diluído em solução de PBS-leite 

desnatado 5% e incubados por mais 60 minutos a 37 C. Após um novo ciclo 

de cinco lavagens com PBS-Tween 20 0,05%, adicionou-se 100 µL/orifício do 

substrato enzimático (ácido cítrico 0,1 M, Na2HPO4 0,1 M pH 4.5, 0,05% o-

fenilenodiamina, 0,1% H2O2) para a revelação da reação. O desenvolvimento 

da cor foi interrompido pela adição de 100 μL de 4N H2SO4, após a incubação 

da placa em câmara escura, por 15 minutos a 37 C.  

Todas as amostras foram testadas em duplicata e a absorbância foi 

medida por um espectrofotômetro usando comprimento de onda de 492 nm. 

Os resultados foram determinados após a análise de 50 soros para 

determinação do cut-off da reação das amostras humanas realizado 

previamente na rotina diagnóstica do Laboratório. 
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3.7. Recuperação e purificação de EVs de T. gondii  

 

3.7.1. Recuperação de EVs de T. gondii em cultura de células 

 

As EVs foram purificadas a partir de sobrenadantes de culturas de 

células VERO contendo taquizoítos, como descrito anteriormente por Silva et 

al. (2018).  

Os parasitas foram contados e lavados (três vezes) com PBS estéril 

a 3.000 rpm durante 10 minutos. Esta etapa foi realizada para separar os 

taquizoítos das células hospedeiras e garantir a purificação de EVs apenas 

dos parasitas e não das células VERO. A seguir, os parasitas foram 

concentrados em 1 mL de meio RPMI 1640 sem SFB. Para que a liberação 

de EVs, os parasitas foram incubados durante 2 horas a 37 C em estufa de 

CO2 a 5%. Ao final da incubação, a suspensão foi centrifugada por 10 minutos 

a 3.000 rpm e o sobrenadante filtrado utilizando membrana de 0,22 µm, para 

a purificar as EVs. A seguir, a solução foi estocada a -20 C até o momento 

do uso.  

 

3.7.2. Cromatografia por exclusão de tamanho 

 

As purificações foram realizadas separadamente para as três cepas 

estudadas. Para um bom rendimento, o produto excretado a ser passado pela 

coluna de afinidade deve ser de no mínimo 1x108-1x1010 taquizoítos. EVs 

foram purificados em uma coluna de Sepharose CL-4B (Sigma-Aldrich, 

Missouri, EUA) pré-equilibrada com 100 mM de acetato de amônio, pH 6,5, e, 

então, concentradas em centrífuga a vácuo Speed Vaccum miVac 

SpeedTrap (Genevac, SP Scientific, Pennsylvania, EUA).  

A coluna de cromatografia (1 x 30 cm) foi montada com cerca de 20 g 

de resina (Sepharose CL-4B - Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) dissolvida e 

equilibrada com 10 mM de acetato de amônio, pH 6,5. Após a passagem dos 

filtrados de T. gondii, a eluição foi realizada com o mesmo tampão num fluxo 

contínuo de 20 mL/hora, com auxílio de uma bomba peristáltica 
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(Pharmacia). Em cada purificação, cerca de 20 frações de 1 mL foram 

recolhidas a cada purificação. 

 

3.7.3. ELISA para seleção das frações de EVs purificadas 

 

Após a purificação de EVs por cromatografia, foi realizada a seleção 

das frações contendo EVs por ELISA. As placas de poliestireno medium-

binding com 96 orifícios foram sensibilizadas com 50 µL de cada fração 

recolhida na coluna de afinidade e incubados a 4 C por 18 horas. Após as 

lavagens e bloqueio das placas, como descrito no item 3.6 (diagnóstico 

sorológico) foram adicionados em cada orifício 50 μL de um pool de cinco 

soros humanos positivos para toxoplasmose diluído 1:50 em PBS-leite 

desnatado 5%. Após a incubação das placas por 60 minutos a 37 C e cinco 

lavagens com PBS-Tween 20 0,05% foram adicionados aos poços, 50 μL do 

segundo anticorpo anti-humano IgG conjugado à peroxidase diluído em 

solução de PBS-leite desnatado 5% (1:20.000). A seguir, procedeu-se a 

incubação por 60 minutos a 37 C e um novo ciclo de cinco lavagens com 

PBS-Tween 20 0,05%. A reação enzimática e leituras foram realizadas como 

descritas no item 3.6. Como controle, foram incluídos à reação um controle 

positivo (ALT - 1,5 g/mL), um controle negativo (pool de cinco soros humanos 

negativo para toxoplasmose diluído 1:50) e o branco (tampão acetato de 

amônio).  

As frações que apresentaram densidade óptica (D.O.) maior que 0,7 

foram agrupadas e concentradas em centrífuga a vácuo Speed Vaccum 

miVac SpeedTrap (Genevac, SP Scientific, Pennsylvania, EUA) e 

ressuspensas em PBS para posterior análise.  

 

3.7.4. Purificação de EVs por ultracentrifugação 

 

EVs liberadas por taquizoítos foram alternativamente concentradas 

por ultracentrifugação. As amostras de EVs (1x108) foram transferidas para os 

tubos de 6 mL compatíveis com o rotor SW-55 da ultracentrífuga. Completou-
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se o volume de 6 mL com PBS estéril. Os tubos foram pesados e igualados 

para ficarem com o mesmo peso para a centrifugação. Estes foram levados 

na ultracentrífuga Beckman® Coulter L8-80M Ultracentrifuge (Beckman 

Coulter, Inc., California, EUA) e centrifugados e 28.700 rpm durante 60 

minutos a 25 C. Após isso, o sobrenadante foi descartado e o sedimento, 

contendo EVs, foi ressuspenso com 200 L de PBS estéril e acondicionado a 

-20 C para posterior análise. 

 

3.8. Análise estrutural de EVs 

 

3.8.1. Determinação das concentrações e tamanho de EVs por 

Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) 

 

Concentrações (partículas/mL) e diâmetros (nm) das partículas de 

EVs foram determinadas por NTA usando o aparelho NanoSight NS300 

(Malvern Panalytical, Spectris, Surrey, Inglaterra) do Laboratório de 

Imunologia Clínica e Experimental da Disciplina de Nefrologia da Escola 

Paulista de Medicina da Universidade Federal do Estado de São Paulo.  

As amostras de EVs foram diluídas 1:4 com PBS estéril e filtrado (para 

evitar a detecção de partículas de sais do tampão) e 500 L de cada amostra 

foi injetada no aparelho para a leitura. O equipamento captura o movimento 

Browniano das partículas presentes na amostra. São realizadas três leituras 

por amostra e expressa o tamanho e dispersão de partículas/mL através de 

valores numéricos e gráficos. 

 

3.8.2. Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 

Com o intuito de verificar se a liberação de EVs poderia ser 

semelhante ou não nas três cepas de T. gondii, taquizoítos liberando EVs 

durante 2 horas foram analisados por MEV.  

Taquizoítos (1x106) foram incubados em meio RPMI (1 mL) a 37 C 

em estufa com 5% de CO2, durante 2 horas para liberação das EVs. A seguir, 

os parasitas foram lavados duas vezes em PBS e aderidos em lamínulas 



67 
 

previamente revestidas com poli-L-lisina aquosa 0,1% (Sigma-Aldrich, 

Missouri, EUA) por 30 minutos em temperatura ambiente. Os parasitas foram 

fixados com glutaraldeído 2,5% em tampão cacodilato de sódio 0,1 M (pH 7,2), 

sacarose 0,146 M e CaCl2 5 mM durante 60 minutos em temperatura 

ambiente. Para a pós-fixação usou-se tetróxido de ósmio e, então, as 

amostras foram liofilizadas e revestidas a vácuo com ouro.  

As imagens foram analisadas e fotografadas utilizando o Microscópio 

Eletrônico de Varredura a 10 kV (Quanta-FEG) do Laboratório de 

Caracterização Tecnológica, no Departamento de Engenharia de Minas e de 

Petróleo da Escola Politécnica da Universidade de São Paulo, São Paulo/SP.  

 

3.8.3. Microscopia Eletrônica de Transmissão (TEM) 

 

Para MET, os taquizoítos da cepa RH foram analisados em dois 

tempos: no início da liberação de EVs (T = 0) e após 24 horas. Os taquizoítos 

(1x106) foram centrifugados e lavados (três vezes) com PBS. Os parasitas 

presentes no sedimento foram fixados em glutaraldeído a 2,5%, 

paraformaldeído a 4% em tampão cacodilato de sódio 0,1 M (pH 7,4) durante 

2 horas. Em seguida, os sedimentos foram lavados no mesmo tampão e 

fixados em uma solução contendo 1% de tetróxido de ósmio, 0,8% de 

ferrocianeto e 5 mM de cloreto de cálcio; lavados em tampão cacodilato de 

sódio 0,1 M; desidratados em acetona graduada e embebidos em resina 

Epon. Cortes ultrafinos (100 nm) foram obtidos em ultramicrótomo Sorvall 

e corados com acetato de uranila e citrato de chumbo. 

As amostras foram analisadas no microscópio eletrônico de 

transmissão, modelo JEM 1.011 a 80 kV (JEOL, Massachusetts, EUA) e as 

imagens foram capturadas em uma câmera modelo 785 ES1000W 

Erlangshen (Gatan, California, EUA). 

Os procedimentos de microscopia eletrônica foram realizados pela 

Dra. Noemi Nosomi Taniwaki e pela Ms. Gislene Mitsue Namiyama do Núcleo 

de Microscopia Eletrônica do Instituto Adolfo Lutz. 
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3.9. Expressão gênica de miRNA 

 

Estes experimentos foram realizados para determinar se os 

taquizoítos e as EVs das três cepas albergam alguns miRNAs que são 

expressos em pacientes com toxoplasmose. São eles: miR-155, miR-146a, 

miR-21, miR-29c, miR-125b, miR-9, miR-484, miR423 e Cel-miR-39. A tabela 

1 descreve as características de cada um deles. 
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Tabela 1. miRNAs utilizados para o ensaio de expressão gênica e seus respectivos genes-alvo humanos e as sequências nucleotídicas. 

Fonte: Thermo Fisher Scientific, disponível em: <www.thermofisher.com/order/genome-database> 

miRNA Gene-alvo N de acesso ID do Ensaio Localização no cromossomo Sequência de nucleotídeos 

miR-155-5p hsa-miR-155-5p MI0000681 477927_miR 
Chr. 21: 25573980 - 25574044 [+] 

on Build GRCh38 

UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGG

U 

miR-146a-5p hsa-miR-146a-5p MI0000477 478399_miR 
Chr. 5: 160485352 - 160485450 [+] 

on Build GRCh38 
UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU 

miR-21-5p hsa-miR-21-3p MI0000077 477975_miR 
Chr.17: 59841266 - 59841337 [+] 

on Build GRCh38 
CAACACCAGUCGAUGGGCUGU 

miR-29c-3p hsa-miR-29c-3p MI0000735 479229_miR 
Chr. 1: 207801852 - 207801939 [-] 

on Build GRCh38 
UAGCACCAUUUGAAAUCGGUUA 

miR-9-5p hsa-miR9-5p MI0000466 427975_miR 
Chr.1: 156420341 - 156420429 [-] 

on Build GRCh38 

UCUUUGGUUAUCUAGCUGUAUG

A 

miR-125b-5p hsa-miR-125b-5p MI0000446 477885_miR 
Chr. 11: 122099757 - 122099844 [-

] on Build GRCh38 
UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA 

miR-423-3p hsa-miR-423-3p MI0001445 478327_miR 
Chr. 17 - 30117079 - 30117172 [+] 

on Build GRCh38 

AGCUCGGUCUGAGGCCCCUCAG

U 

miR-484 hsa-miR-484 MI0002468 478308_miR 
Chr.16: 15643294 - 15643372 [+] 

on Build GRCh38 
UCAGGCUCAGUCCCCUCCCGAU 

cel-miR-39-3p cel-miR-39-3p 
MIMAT00000

10 
478293_miR - UCACCGGGUGUAAAUCAGCUUG 
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3.9.1. Extração de RNA e miRNA 

 

As extrações de RNA foram realizadas utilizando kit comercial 

miRneasy Mini-kit (Qiagen, Hilden, Alemanha) e seguindo as 

recomendações do fabricante. Incluiu-se na reação 25 fmol de miRNA 

sintético de Caenorhabditis elegans (Cel-miR-39, Ambion Inc., Texas, EUA) 

como controle interno da reação.  

Inicialmente, tubos contendo os taquizoítos ou EVs de cada cepa 

foram adicionados 700 L de QIAzol (Qiagen, Hilden, Alemanha) em cada 

amostra, para a lise. Após agitação em vórtex, as amostras foram incubadas 

a temperatura ambiente durante 5 minutos. A seguir, foram acrescentados 5 

µL de cel-miR-39 e, em seguida, 140 µL de clorofórmio. Os tubos foram 

agitados vigorosamente por 15 segundos, permanecendo em temperatura 

ambiente durante 3 minutos. A seguir, centrifugou-se a 14.000 rpm durante 15 

minutos. Transferiu-se a fase aquosa incolor do sobrenadante para um novo 

tubo e adicionou-se 525 µL de etanol 100%. Cerca de 600 µL dessa solução 

foi transferida para a coluna RNeasy Mini Column (Qiagen, Hilden, 

Alemanha) e centrifugado a 10.000 rpm durante 15 segundos, repetindo essa 

etapa até a completa transferência da amostra contendo o etanol. Na coluna, 

foram adicionados 350 µL do tampão RWT e centrifugado a 10.000 rpm 

durante 15 segundos, repetindo essa etapa mais uma vez. Então, 500 µL do 

tampão RPE foi adicionado e centrifugou-se a 10.000 rpm por 15 segundos, 

repetindo-se mais uma vez essa etapa. A coluna vazia foi novamente 

centrifugada a 14.000 rpm durante 1 minuto para retirar o etanol residual. A 

seguir, a coluna foi colocada em um novo tubo e adicionou-se 30 µL de água 

DEPEC e centrifugou-se a 10.000 durante 1 minuto. O filtrado foi colocado 

novamente da coluna e repetido a centrifugação. Por fim, esses filtrados, 

contendo o RNA total e miRNA extraídos, foram armazenados a -70 C para 

depois dar prosseguimento ao experimento.  
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3.9.2. Síntese de DNA complementar (cDNA) 

 

Para a síntese de cDNA utilizou-se 2 μL de RNA total (incluindo 

miRNA) para o uso na reação de síntese de cDNA usando o kit 

Taqman®Advanced miRNA-cDNA Synthesis (Life Technologies, California, 

EUA), seguindo as recomendações do fabricante.  

A primeira etapa da reação consiste na adição da cauda poli A, então 

adicionou-se em um tubo os regentes a seguir: 0,5 µL 10X Poly (A) Buffer; 0,5 

µL ATP; 0,3 µL Poly A Enzyme; 1,7 µL água livre de RNAse; e 2 µL amostra. 

Os tubos foram levados ao termociclador Veriti (Applied Biosystems, 

California, EUA) e as ciclagens seguiram as seguintes etapas: poliadenilação 

– 37 C por 45 minutos; reação de parada – 65 C por 10 minutos; e hold – 4 

C até a retirada das amostras. 

Para a segunda etapa, reação de ligação dos adaptores, preparou-se 

os tubos com 3 µL 5X DNA Ligase Buffer, 4,5 µL PEG 8.000, 0,6 µL 25X 

Ligation Adaptor, 1,5 µL RNA ligase, 0,4 µL água livre de RNAse e essa 

solução foi adicionada ao produto da etapa anterior. Os tubos foram levados 

ao termociclador Veriti (Applied Biosystems, California, EUA) e as ciclagens 

seguiram as seguintes etapas: ligação – 16 C durante 60 minutos, e hold – 4 

C até a retirada das amostras. 

A terceira etapa é responsável pela reação de transcrição reversa. 

Preparou-se então uma mistura contendo 6 µL 5X RT Buffer, 1,2 µL dNTP mix 

(25 mM), 1,5 µL Universal RT Primer, 3 µL 10X RT Enzyme mix, 3,3 µL água 

livre de RNAse, e adicionou-se ao produto da etapa anterior. Os tubos foram 

levados ao termociclador Veriti (Applied Biosystems, California, EUA) e as 

ciclagens seguiram as seguintes etapas: transcrição reversa – 42 C durante 

15 minutos; reação de parada – 85 C por 15 minutos; e hold – 4 C até a 

retirada das amostras. 

A quarta e última etapa consiste na reação de amplificação dos 

miRNAs e preparou-se tubos contendo 25 µL miR-Amp Master Mix, 2,5 µL 

20X miR-Amp Primer Mix, 17,5 µL água livre de RNAse e 5 µL do produto da 

reação anterior. Os tubos foram levados ao termociclador Veriti (Applied 
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Biosystems, California, EUA) e as ciclagens seguiram as seguintes etapas: 

ativação da enzima – 95 C durante 5 minutos; 14 ciclos para desnaturação – 

95 C por 3 segundos; 14 ciclos para anelamento/extensão – 60 C por 30 

segundos; reação de parada – 99 C por 10 minutos; e hold – 4 C até a 

retirada das amostras. 

As amostras de cDNA foram armazenadas a -20 C até o uso em 

ensaios de PCR em tempo real quantitativo (qPCR). 

 

3.9.3. PCR em tempo real (qPCR) 

 

Para verificar se T. gondii expressa os miRNAs escolhidos, foram 

realizadas as amplificações por qPCR para cada miRNA em um volume total 

de 10 µL. Cada reação constituía de 5 μL do master mix (2X TaqMan® Fast 

Advanced Master Mix, Applied Biosystems, California, EUA), 0,5 μL de cada 

miRNA (TaqMan® Advanced miRNA Assays - Applied Biosystems, California, 

EUA), 2,5 µL do cDNA teste (diluído 1:10) e 2 µL de água livre de RNAse.  

As reações foram preparadas em duplicata para cada amostra e em 

todos os ensaios e, para cada reação, foi adicionado um controle negativo, 

compondo-se somente do mix de amplificação. As amostras foram 

amplificadas e detectadas usando StepOne® Real-Time PCR Systems 

(Applied Biosystems, California, EUA) com a seguinte ciclagem: 95 C por 20 

segundos; 40 ciclos de 95 C durante 1 segundo; 60 C durante 20 segundos 

(modo Fast). 

 

3.10. Ensaios de virulência 

 

A participação de EVs na virulência de taquizoítos foi investigada em 

experimentos realizados com 20 camundongos isogênicos da linhagem AS/n, 

separados em quatro grupos de cinco animais: 

• Grupo 1: camundongos infectados com 100 taquizoítos da cepa RH 

misturados com 5x108 EVs da cepa RH; 
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• Grupo 2: camundongos infectados com 100 taquizoítos da cepa RH 

misturados com 5x108 EVs da cepa ME-49; 

• Grupo 3: camundongos infectados com 100 taquizoítos da cepa RH 

misturados com 5x108 EVs da cepa VEG; 

• Grupo 4: camundongos infectados apenas com 100 taquizoítos da 

cepa RH (controle). 

Os animais foram observados diariamente e, após quatro dias, iniciou-

se a coleta de sangue da cauda para observar a parasitemia, que foi 

determinada por qPCR. Para a coleta de sangue de cada animal, retirou-se 

aproximadamente 20-25 µL de sangue com pipeta automática da ponta da 

cauda. No primeiro dia, uma pequena incisão na ponta da cauda foi realizada 

com uma tesoura cirúrgica esterilizada. Nos outros dias, o procedimento foi o 

mesmo, exceto que, a cicatriz da ferida foi suavemente retirada. As coletas 

foram realizadas até o início da mortalidade dos camundongos. Para as 

análises moleculares, as amostras de sangue coletadas foram colocadas em 

tubos de 1,5 mL contendo 50 µL de 0,1 mM EDTA pH 7,3 e, posteriormente, 

utilizadas para extração de DNA e qPCR.  

 

3.10.1. Extração de DNA 

 

A parasitemia dos camundongos foi determinada por qPCR. As 

extrações de DNA foram realizadas utilizando o kit PureLink Genomic DNA 

Kits (Qiagen, Hilden, Alemanha). Nos tubos contendo o sangue adicionaram-

se 200 L de Proteinase K e 200 L de Buffer AL, homogeneizou-se e 

incubou-se a 56 C durante 10 minutos. A seguir, 200 L de etanol (96-100%) 

foram adicionados e homogeneizados por 15 segundos e transferiu-se o 

conteúdo para a coluna QIAmp Mini-Spin (Qiagen, Hilden, Alemanha) e 

centrifugou-se a 8.000 rpm durante 1 minuto. As colunas foram transferidas 

para tubos novos, descartando o tubo contendo o filtrado, e adicionou-se 500 

L de Buffer AW1 e novamente centrifugado a 8.000 rpm durante 1 minuto. 

Depois, adicionou-se 500 L de Buffer AW2 e centrifugou-se a 14.000 rpm 

durante 3 minutos. As colunas, então, foram colocadas em tubos novos e foi 
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adicionado 70 L de Buffer AE, incubou-se a temperatura ambiente durante 1 

minuto e centrifugou-se a 8.000 rpm durante 1 minuto. As colunas foram 

guardadas em geladeira e as amostras foram estocadas a -20 C até o 

momento do uso para o método de qPCR. 

 

3.10.2. PCR em tempo real (qPCR) 

 

Para verificar se os camundongos desenvolveram a infecção, a 

presença de T. gondii foi detectada pela presença de DNA nas amostras 

extraídas anteriormente. Então, foram realizadas as amplificações por qPCR 

de cada amostra em um volume total de 20 µL. Cada reação constituía de 10 

μL do master mix (2X SsoAdvanced Universal Probes Supermix, Bio-Rad, 

California, EUA) contendo sonda marcada com FAM e BHQ1 

(5’TCGTGGTGATGGCGGAGAGAATTGA3’), 0,5 μL do primer foward 

(5'AGAGACACCGGAATGCGATCT3’) e 0,5 μL do primer reverse 

(5’TTCGTCCAAGCCTCCGACT3’), 0,25 μL da probe Rep 529, 3 µL do DNA 

teste e 5,75 µL de água livre de RNAse. O marcador molecular Rep 529 

amplifica uma sequência de 112-pb de uma região altamente repetitiva com 

200-300 cópias do genoma de T. gondii. 

As reações foram preparadas em duplicata para cada amostra e, para 

cada reação foi adicionado um controle negativo, compondo-se somente do 

mix de amplificação, e um controle positivo (DNA de T. gondii).  

As amostras foram amplificadas e detectadas usando AriaMx Real-

Time PCR System (Agilent Technologies, California, EUA) com a seguinte 

ciclagem: 50 C por 2 minutos; 95 C durante 10 minutos; 40 ciclos de 95 C 

durante 15 segundos; 60 C durante 1 minuto (modo Fast). 
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3.11. Análise proteica e antigênica de EVs 

 

3.11.1. Quantificação de proteínas 

 

As proteínas de EVs concentradas foram quantificadas seguindo o 

protocolo do kit comercial para ensaio proteico Pierce BCA Protein Assay Kit 

(Thermo Fisher Scientific, Massachussetts, EUA).  

Para a construção da curva padrão, foi utilizado a albumina sérica 

bovina (BSA) em concentrações que variavam de 5-250 µg/mL. Então, 25 L 

das amostras e dos padrões foram adicionados em uma placa de poliestireno 

e em seguida 200 L do reagente WS (work solution) do kit (diluição 1:8). A 

seguir, a placa foi incubada por 30 minutos a 37 C. As leituras em D.O. foram 

realizadas em espectrofotômetro, no comprimento de onda 562 nm e os 

resultados plotados em uma planilha do Excel (Mycrosoft, Washington, EUA) 

para comparação com uma curva padrão. Os valores de concentração foram 

gerados a partir dessa curva usando a equação polinomial de 2º grau, com 

r2>0.98 para ensaio. 

 

3.11.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

 

As proteínas das EVs foram analisadas por eletroforese em gel de 

poliacrilamida 10%. Os géis foram preparados em duas etapas.  

Para a preparação do lower gel (gel separador) foi utilizado 4,05 mL de 

água miliQ, 3,3 mL da solução de acrilamida/bis-acrilamida 30%, 2,5 mL de 

tampão Tris-HCl pH 8,8 1,5 M, 100 µL de SDS 10%, 100 µL de PSA 10% e 10 

µL de TEMED (N, N, N', N'-tetra-metiletilenodiamina). O upper gel (gel 

concentrador) foi preparado com 6,16 mL de água miliQ, 1,2 mL da solução 

de acrilamida/bis-acrilamida 30%, 2,5 mL de tampão Tris-HCl pH 6,8 0,5 M, 

100 µL de SDS 10%, 100 µL de PSA 10% e 10 µL de TEMED (N, N, N', N'-

tetra-metiletilenodiamina).  

Para a eletroforese, utilizou-se tampão de corrida (Tris-HCl 0,025M; 

glicina 0,192M; SDS 0,1%), voltagem de 60 V para o upper gel, durante 15 

minutos, e 80 V com duração de 120 minutos. Precauções para se evitar 
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contaminações foram seguidas e marcador com 100 pares de base (100bp 

DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific, Massachussetts, USA) utilizados em 

todas as reações. As amostras de EVs foram previamente incubadas a 100 

C com tampão redutor (SDS 2%; glicerol 10%; 2-mercaptoetanol 5%; Tris-

HCl 60 mM pH 6,8; azul de bromofenol 0,002%) por 10 minutos. 

Para a coloração em prata, os géis foram incubados primeiramente em 

solução fixadora contendo 10% de metanol, 0,5% de ácido acético e 200 mL 

de água miliQ, permanecendo por 30 minutos sob leve agitação. Em seguida, 

foram lavados com água miliQ e incubados com solução de prata 0,11M 

(0,185 g nitrato de prata + 100 mL água miliQ) por 30 minutos sob leve 

agitação. Depois, adicionou-se água miliQ em duas etapas para retirar o 

excesso de prata. Com 125 mL da solução reveladora (7,5 g de hidróxido de 

sódio, 250 mL de água miliQ e 2 mL de formalina), os géis foram revelados. 

Retirou-se o excesso da solução reveladora e foi adicionado 100 mL de ácido 

acético 5% para parar a reação e depois os géis foram acondicionados em 

recipiente contendo álcool etílico 10% para a conservação dos mesmos. 

 

3.11.3. Immunoblot 

 

Após a separação das proteínas na eletroforese, as EVs foram 

transferidas para a membrana de nitrocelulose (com poros de 0,45 µm de 

diâmetro) no equipamento Semi-dry Transfer Unit TE70X (Hoefer, 

Massachusetts, EUA). Após o posicionamento e montagem do gel e 

membrana, envoltos em folhas de papel de filtro, a transferência foi efetuada 

em voltagem constante de 15 V durante 30 minutos em tampão de 

transferência (Tris-HCl 25 mM pH 8,2; glicina 0,192 M; metanol 20%; SDS 

10%).  

Ao final da transferência, as membranas foram, então, incubadas com 

PBS-leite desnatado 5%, pelo período de 60 minutos em temperatura 

ambiente, sob agitação, seguidos de três lavagens com PBS, durante 15 

minutos cada. Em seguida, adicionaram-se os soros humanos (1:50) e soros 
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de camundongos (1:20) diluídos em PBS-leite desnatado 5% e incubou-se a 

4 C durante 18 horas. 

Após as incubações, foram realizadas mais três lavagens, sob 

agitação, com PBS, por 15 minutos. A seguir, as membranas foram 

incubadas, sob agitação, por 60 minutos à temperatura ambiente com o 

anticorpo secundário anti-IgG conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich, 

Missouri, EUA), de acordo com a amostra usada anteriormente, com PBS-

leite desnatado 5% (1:500), seguindo-se, então, um novo ciclo de lavagens. 

A revelação das bandas foi realizada cobrindo-se as membranas com 

substrato comercial Pierce ECL® para Immunoblotting (Thermo Fisher 

Scientific, Massachussetts, EUA) e feito a leitura no C-DiGit® Blot Scanner 

(LI-COR Biosciences, Nebraska, EUA) utilizando o software Image Studio 

Digits Version 5.2 (LI-COR Biosciences, Nebraska, EUA). 

 

3.12. Cultura de esplenócitos e ensaio de detecção de citocinas 

 

Para determinar se EVs produzidos pelas três cepas de T. gondii 

poderiam estimular a resposta imune celular, baços de três camundongos 

isogênicos da linhagem A/Sn normais foram removidos sob condições 

assépticas. Em meio asséptico, os camundongos sofreram eutanásia e 

retirou-se o baço de cada animal. Em uma placa de petri, os baços foram 

macerados com PBS filtrado e estéril para a liberação dos esplenócitos do 

órgão. A suspensão foi, então, passada para um tubo de 50 mL e ajustou-se 

o volume para 20 mL com PBS estéril, este foi centrifugado a 2.000 rpm 

durante 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se 10 mL de 

ACK filtrada e estéril ao precipitado, agitou-se para a completa ressuspensão 

e deixou em repouso durante 5 minutos. Em seguida, a suspensão foi 

centrifugada a 2.000 rpm durante 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e 

o precipitado foi ressuspenso com 10 mL de PBS estéril, centrifugou-se a 

2.000 rpm durante 10 minutos (duas vezes). Depois, o precipitado foi 

ressuspenso com 2 mL de meio de cultura contendo meio RPMI e 10% de 

SFB. 
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Para a contagem e ajuste do número de células para o ensaio, em um 

tubo foram adicionados 10 L da suspensão e 10 L de azul de Tripan (análise 

da viabilidade celular) e transferidos para a câmara da Neubauer para a 

contagem. 

Em uma placa de cultura contendo 48 poços, 500 L da solução 

contendo os linfócitos contados (1x106 linfócitos/mL) foi adicionada em cada 

poço. Após isso, adicionou-se os controles positivos (proliferadores mitóticos) 

– 0,8 L/mL ConA (Concanavalina A) e 25 L/mL LPS (lipopolissacarídeo 

bacteriano) – e 10 g de EVs de cada cepa (RH, ME-49 e VEG), além do 

controle negativo (meio de cultura). Cada procedimento foi feito em triplicata 

e incubados a 37 C em estufa de CO2 a 5%. Os sobrenadantes foram 

coletados em duplicata após 24 e 48 horas e acondicionados a -20 C para o 

prosseguimento do ELISA. 

 

3.12.1. Detecção das concentrações de citocinas por ELISA  

 

As concentrações das citocinas IL-10, IFN- e TNF- foram 

determinadas pelo kit comercial Mouse Cytokine Uncoated ELISA kit 

(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Massachussetts, EUA), de acordo com 

as recomendações do fabricante. 

A placa de poliestireno foi sensibilizada com 100 L do anticorpo de 

captura diluído no Coating Buffer (1:250) e a placa foi incubada a 4 C durante 

24 horas (para cada citocina testada). Descartou-se a solução e lavou-se a 

placa com 250 L de Wash Buffer, repetindo esse processo cinco vezes, com 

pausa de 1 minuto. Removeu-se os resíduos do tampão e adicionou-se 200 

L de Elispot (diluído 1:5 em água miliQ), em temperatura ambiente a placa 

foi incubada durante 60 minutos. Procedeu-se as cinco lavagens com Wash 

Buffer.  

O recombinante foi diluído em água miliQ (de acordo com as 

concentrações: IL-10 – 1.000 pg/mL, IFN- – 2.000 pg/mL, TNF- – 1.000 

pg/mL) para a construção da curva do recombinante. Nos poços B, C, D, E, F 

e G foi adicionado 100 L de Elispot e em A adicionou-se 200 L do 
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recombinante diluído e procedeu-se com a diluição seriada até o G. Para o 

branco da reação, adicionou-se 200 L de Elispot no poço H. Para as 

amostras, 100 L de cada foi adicionado. A placa, então, foi incubada por 24 

horas em temperatura ambiente.  

A seguir, lavou-se cinco vezes com Wash Buffer e adicionou-se 100 

L do anticorpo de detecção diluído em Elispot (1:250) e incubou-se a 

temperatura ambiente durante 60 minutos. A placa foi lavada novamente, 

cinco vezes, e 100 L de estreptoavidina (HRP) diluída em Elispot (1:100) foi 

adicionada, esta foi incubada a temperatura ambiente durante 30 minutos e 

procedeu-se com sete lavagens, com intervalo de 2 minutos. Após isso, 

adicionou-se 100 L do substrato TMB e incubou-se por 15 minutos a 

temperatura ambiente, para revelação da cor. Em seguida, foi adicionado 50 

L da solução de parada (H2SO4 2N) e foi levado ao espectrofotômetro para 

a leitura em comprimento de onda de 450 nm. Os valores em pg/mL foram 

determinados através da curva padrão de cada citocina. 

 

3.13. Análise dos dados 

 

Os resultados de NTA de EVs (concentração e tamanho) foram 

expressos como média aritmética ± SEM (erro padrão da média) em triplicata.  

As análises de expressão gênica, que incluem os valores de 

expressão de miRNA, foram apresentados como Quantificação Relativa (QR) 

e calculados pelo método do Ct comparativo descrito por Livak e Schmittgen 

(2001), no programa geNorm. 

Os resultados das citocinas expressos pg/mL em triplicata, foram 

apresentados como média ± SEM.  

Nos experimentos de virulência, as comparações entre grupos 

experimentais (infecção por taquizoítos misturados ou não com EVs) foram 

avaliadas estatisticamente pelas parasitemias analisando-se os coeficientes 

de similaridade, calculado pelo teste t-student não pareado, com intervalo de 

confiança de 95%. As diferenças foram consideradas estatisticamente 

significativas quando p ⩽ 0,05.  
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Todas as análises estatísticas foram realizadas com o software Graph 

Pad Prism versão 6.0 (San Diego, CA, EUA). 
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4. Resultados 
 

 

4.1. Padronizações 

  

As padronizações iniciaram com a manutenção das três cepas de T. 

gondii (RH, VEG e ME-49) em cultura de células VERO. Após a coleta de EVs 

dos taquizoítos da cultura, estas foram purificadas por cromatografia de 

exclusão de tamanho e, em seguida, fez-se ELISA das frações coletadas para 

se determinar quais continham EVs (figura 9). 

 

 

Figura 9. Resultados do ELISA após a purificação de EVs de T. gondii da cepa RH 

por coluna de afinidade. Os números destacados no gráfico (5-12) 

mostram o intervalo de frações com EVs e que foram usadas nos 

experimentos. ALT = antígeno lisado de taquizoítos e controle positivo da 

reação; D.O. = densidade óptica. 

  

A seguir as frações de EVs foram concentradas em centrífuga à 

vácuo. Para determinar o melhor método de ruptura da membrana plasmática 

da vesícula e liberação das proteínas, comparou-se o método de 

ultrassom/sonicador (Eco-Sonics, Ultronique, São Paulo, Brasil) e 
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TissueLyser LT (Qiagen, Hilden, Alemanha) e, em seguida, quantificou-se as 

proteínas por BCA.  

Observou-se que o sonicador foi o mais eficiente em romper a 

membrana plasmática de EVs e liberar as proteínas (figura 10). 

 

 

Figura 10. Métodos utilizados para romper a membrana das EVs e as respectivas 

concentrações de proteínas obtidas no BCA. 

  

Após determinar o método mais eficaz para lisar EVs, as proteínas 

foram analisadas por SDS-PAGE para determinar o volume ideal de amostra 

de EVs para ser utilizada no Immunoblot.  

A figura 11 mostra que volumes entre 10 L, 20 L e 30 L contendo, 

respectivamente, 20 g, 40 g e 60 g de proteínas de EVs seriam suficientes 

para serem transferidas na membrana de nitrocelulose. 
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Figura 11. Perfil eletroforético de EVs liberadas por taquizoítos da cepa RH em SDS-

PAGE 10% corado com prata. M = marcador de peso molecular de 

proteínas (kD). 

 

4.2. Purificação e caracterização de EVs produzidas por taquizoítos 

das cepas RH, VEG e ME-49 

 

O perfil eletroforético de EVs liberadas pelas três cepas foram 

analisadas por SDS-PAGE 10% (figura 12). 

 

 

Figura 12. Representação do gel de poliacrilamida corado com prata. Observa-se o 

perfil eletroforético de cada amostra de EVs das cepas RH, VEG e ME-

49 de T. gondii. M = marcador de peso molecular de proteínas (kD). 
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Em seguida, as concentrações de EVs liberadas por taquizoítos de 

cada cepa foram analisados por NTA. Taquizoítos (1x107) de cada cepa foram 

utilizados para liberação de EVs e incubou-se durante 2 horas e 24 horas a 

37 C em estufa de CO2 a 5%. Amostra de cada cepa foi utilizada para a 

determinação da concentração e tamanho de EVs no equipamento 

NanoSight NS300 (Malvern Panalytical, Spectris, Surrey, Inglaterra).  

O perfil de liberação de EVs das três cepas foi similar, porém, em 2 

horas de incubação, houve maior liberação de EVs do que em 24 horas (figura 

13). 

As concentrações de EVs liberadas por taquizoítos da cepa RH 

durante 2 horas de incubação foi de 8,0x108 e, em 24 horas, 1,2x108. Já a 

cepa ME-49, as concentrações de EVs foram de 1,9x108 em 2 horas de 

incubação e 1,1x108 em 24 horas. As concentrações de EVs da cepa VEG 

foram de 4,7x108 em 2 horas de incubação e 1,3x108 em 24 horas. Observou-

se, então, que a cepa RH produziu mais EVs, seguido da cepa VEG, e a cepa 

ME-49 foi a que menos produziu EVs nos dois períodos de incubação (figura 

13). 
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Figura 13. Análises por NTA de EVs liberadas pelos taquizoítos das cepas RH, ME-

49 e VEG em 2 e 24 horas de incubação. (A), (B) e (C) concentrações de 

EVs (EVs/mL) de cada cepa em relação aos tamanhos (nm). (D) 

comparação das três cepas em relação à produção de EVs em 2 e 24 

horas de incubação. 

 

A figura 14 mostra a média de tamanho de EVs liberadas pelas três 

cepas, assim como o diâmetro de 90% (D90) de EVs encontradas nas 

amostras. Em relação à cepa RH, a média de tamanho de EVs foi de 160 nm 

e D90 de 140 nm. Já EVs da cepa ME-49 apresentaram média de tamanho 

de 200 nm e D90 de 205 nm. E a média de tamanho de EVs da cepa VEG foi 

de 150 nm e D90 de 140 nm. 
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Figura 14. Análise de tamanhos de EVs das três cepas de T. gondii. (A) média de 

tamanho. (B) tamanho encontrado em 90% de EVs de cada cepa. D90 = 

diâmetro de 90% das vesículas na amostra. 

 

Em seguida, as purificações de EVs de cada cepa foram analisadas 

quanto a purificação por cromatografia de exclusão de tamanho seguido por 

ELISA, além de quantificação por NTA. A figura 15 mostra a efetividade da 

cromatografia de exclusão de tamanho em separar as vesículas de T. gondii 

através do ELISA. 
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Figura 15. Purificação por cromatografia de exclusão de tamanho e ELISA de EVs 

liberadas por taquizoítos das cepas RH (A), VEG (C) e ME-49 (E) e 

concentrações de EVs avaliadas por NTA das cepas RH (B), VEG (D) e 

ME-49 (F). Os números destacados nos gráficos mostram o intervalo de 

frações que contém EVs e que foram usadas para NTA e ALT como 

controle positivo do ELISA. ALT = antígeno lisado de taquizoítos; D.O. = 

densidade óptica. 

  

A figura 16 mostra a comparação da quantidade de EVs purificadas 

de cada cepa. Taquizoítos na concentração de 5,2x108 taquizoítos/mL da 
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cepa RH produziram 1,9x108 partículas/mL, já a cepa VEG, 1,1x108 

taquizoítos/mL produziram 2,1x108 partículas/mL, e 5,7x108 taquizoítos/mL da 

cepa ME-49 produziram 1,9x108 partículas/mL, podendo-se observar que 

taquizoítos da cepa VEG foram os que mais produziram EVs. 

 

 

Figura 16. Concentração de EVs dosadas por NTA após a purificação por 

cromatografia por exclusão de tamanho das cepas RH, VEG e ME-49 de 

T. gondii. 

 

Depois de determinado que 2 horas de incubação produzia mais EVs 

nas três cepas, os taquizoítos foram, então, analisados por MEV. Na figura 17 

pode-se observar que taquizoítos da cepa RH produziram mais EVs do que 

as outras duas cepas analisadas. A cepa VEG é a segunda que conseguiu 

produzir grandes quantidades de EVs e a cepa ME-49 foi a que menos 

produziu EVs. 
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Figura 17. Microscopia eletrônica de varredura de taquizoítos das cepas RH (A e B), 

VEG (C e D) e ME-49 (E e F) de T. gondii mostrando a liberação de 

numerosas EVs pela membrana plasmática após incubação por 2 horas. 

Aumento: A, C, E = 75.000 vezes; B, D, F = 25.000 vezes. 

 

Como os resultados da MEV mostraram que taquizoítos da cepa RH 

produziram mais EVs do que as outras duas cepas de T. gondii, estes foram 

analisados por MET em dois tempos para se observar a liberação de EVs. A 

figura 18 mostra a formação de corpos multivesiculares no interior dos 

taquizoítos, tanto no tempo zero, quanto em 24 horas de incubação, porém 

observa-se maior quantidade de corpos multivesiculares formados depois de 

24 horas. Além disso, pode-se observar a liberação de EVs do poro posterior, 
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anel apical e membrana plasmática dos taquizoítos e o aumento da liberação 

de EVs com 24 horas de incubação. 

 

 

Figura 18. Microscopia eletrônica de transmissão dos taquizoítos de T. gondii da 

cepa RH em dois tempos de incubação para se observar a liberação de 

EVs. As setas indicam a liberação de EVs pelo taquizoíto. No tempo 0, 

(A) e (B) mostram um taquizoíto liberando EVs do anel apical e corpos 

multivesiculares em seu citoplasma. Em (C) e (D) observa-se a liberação 

de EVs tanto no poro posterior quanto no anel apical. Depois de 24 horas 

de incubação, em (E) e (F) observa-se maior produção de vesículas. Em 



91 
 

(G) e (H) observa-se o taquizoíto com a membrana plasmática disforme 

e com brotamento e liberação de EVs. (I) corte transversal do taquizoíto 

e pode-se observar corpos multivesiculares em seu citoplasma, além da 

liberação de EVs da membrana plasmática. Aumento: A, C, E, G = 50.000 

vezes; B, D, F, H, I = 120.000 vezes. 

 

4.3. Taquizoítos e EVs produzidas pelas cepas RH, VEG e ME-49 

expressam miRNAs encontrados em hospedeiros infectados por 

T. gondii 

  

Os ensaios de expressão gênica foram conduzidos para analisar se 

os miRNAs miR-155-5p, miR-125b-5p, miR-423-3p, miR-21-5p, miR-29c-3p, 

miR-9-5p, miR-146a-5p e miR-484, que são expressos tanto em humanos 

quanto em camundongos, podem também ser expressos por taquizoítos e 

carreados através de EVs por eles produzidas. 

A figura 19 mostra a expressão relativa dos miRNAs tanto em 

taquizoítos quanto em EVs produzidas por taquizoítos das cepas RH, VEG e 

ME-49, representados por Quantificação Relativa (QR) da qPCR. 
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Figura 19. Expressão dos miRNAs miR-155-5p, miR-125b-5p, miR-423-3p, miR-21-

5p, miR-29c-3p, miR-9-5p, miR-146a-5p e miR-484 em taquizoítos e EVs 

produzidas por taquizoítos das cepas RH, VEG e ME-49 de T. gondii. (A), 

(C) e (E) miRNAs expressos por EVs produzidas por taquizoítos das 

cepas RH, VEG e ME-49, respectivamente. (B), (D) e (F) miRNAs 

expressos por taquizoítos das cepas RH, VEG e ME-49, 

respectivamente. 
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miR-155-5p, miR-125b-5p e miR-423-3p foram expressos tanto em 

taquizoítos quanto em EVs produzidas para as três cepas analisadas, sendo 

miR-155-5p o mais expresso em relação aos outros miRNAs. miR-21-5p foi 

expresso apenas em EVs produzidas por taquizoítos e miR-9-5p foi expresso 

apenas em taquizoítos. miR-146a-5p, miR-29c-3p e miR-484 foram muito 

pouco expressos ou não expressos em taquizoítos e EVs (tabela 2). 

 

Tabela 2. Quantificação Relativa da expressão dos miRNAs pesquisados tanto em 
taquizoitos quanto em EVs produzidas nas três cepas de T. gondii. 

miRNAs 
Taquizoítos EVs 

RH ME-49 VEG RH ME-49 VEG 

miR-155-5p 8,670 9,970 9,990 11,150 10,450 5,675 

miR-125b-5p 3,810 5,430 1,115 4,165 6,380 2,260 

miR-423-3p 3,440 3,695 3,005 4,835 6,700 2,605 

miR-21-5p 0 0 0 5,645 8,225 2,610 

miR-29c-3p 0,780 2,645 1,180 0 3,900 3,860 

miR-9-5p 2,025 4,180 4,650 0 0 0 

miR-146a-5p 0 0,330 0,120 0,620 2,215 0,245 

miR-484 3,175 2,490 0,795 0 0 0 

 

4.4. EVs aumentam a virulência de taquizoítos 

 

Para determinar se EVs são capazes de participar na virulência dos 

taquizoítos na infecção, foi conduzido um ensaio de virulência. Camundongos 

foram infectados com taquizoítos da cepa RH, misturados ou não com EVs 

das três cepas e, em seguida, foram monitoradas as parasitemias e taxas de 

sobrevivência dos camundongos. 

Então, calculou-se o parasitemia dos quatro grupos por qPCR. Depois 

de 4 dias de infecção, pode-se observar que ainda não havia quantidades 

altas de taquizoítos nos quatro grupos, mas os grupos que continham EVs da 

cepa RH (13,13  2,229) e EVs da cepa ME-49 (10,22  1,974) foram os que 

apresentaram maior parasitemia, com diferença estatística significativa em 

relação ao grupo de camundongos infectados com a cepa RH (controle) 
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(1,014  0,484) com p = 0,0007 e p = 0,0019, respectivamente. No quinto dia 

de infecção, observou-se um aumento significativo no número de taquizoítos 

nos quatro grupos e, mais uma vez, os grupos contendo EVs da cepa RH 

(35,52  13,14) e outro contendo EVs da cepa ME-49 (38,51  12,18) 

apresentaram maior parasitemia. O grupo contendo EVs da cepa VEG foi o 

que apresentou menor parasitemia nos dois dias analisados (5,172  2,686; 

19,68  4,501), assim como o grupo de camundongos infectados com a cepa 

RH (controle) (1,014  0,484; 14,22  6,658). 

Além disso, quando EVs foram administradas juntamente com 

taquizoítos, os animais morreram mais rápido, sendo que EVs da cepa RH 

foram os mais eficientes em aumentar a virulência dos taquizoítos, fazendo 

com que os camundongos fossem a óbito em 6 dias após a indução da 

infecção. EVs da cepa VEG e ME-49 fizeram com que os camundongos 

fossem a óbito depois de 7 dias e os camundongos que receberam apenas os 

taquizoítos (grupo controle) foram a óbito após de 8 dias de infecção (figura 

20). 
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Figura 20. Parasitemia de camundongos infectados com taquiozoítos da cepa RH 

(colunas beges) e camundongos infectados com taquizoítos da cepa RH 

e EVs das cepas RH (colunas rosas – A), VEG (colunas verdes – C) e 

ME-49 (colunas azuis – E), e índices de sobrevida de camundongos 

infectados com taquiozoítos da cepa RH (linhas pretas) e camundongos 

infectados com taquizoítos da cepa RH e EVs das cepas RH (linha 

vermelha – B), VEG (linha verde – D) e ME-49 (linha azul – F).  

 

A comparação entre o grupo de camundongos que foram infectados 

com a cepa RH e os que receberam taquizoítos misturados com EVs da cepa 

RH mostrou diferença estatística no quarto dia de infecção. E a comparação 

entre o grupo de camundongos que foram infectados com a cepa RH e os que 

Parasitemia Sobrevida 
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receberam taquizoítos misturados com EVs da cepa ME-49 mostrou diferença 

estatística no quarto dia de infecção. 

 

4.5. EVs como biomarcadores no diagnóstico da toxoplasmose 

 

A próxima etapa foi investigar se EVs são capazes de reagir com 

anticorpos presentes em pacientes com toxoplasmose. 

EVs da cepa RH foram mais reagentes com soro de pacientes com 

toxoplasmose cerebral, porém EVs das três cepas não reagiram com soro de 

paciente com toxoplasmose assintomática (figura 21). 

 

 

Figura 21. Perfil eletroforético em SDS-PAGE 10% coradas com prata de EVs das 

cepas RH (1), VEG (4) e ME-49 (7). Estes géis foram transferidos para 

membranas de nitrocelulose e realizado Immunoblot com soro de 

pacientes com toxoplasmose cerebral (2, 5, 8) e outro com toxoplasmose 

assintomática (3, 6, 9), incubados com as membranas contendo EVs 

purificadas da cepa RH (2; 3), VEG (5; 6) e ME-49 (8; 9). M = marcador 

de peso molecular de proteínas (kD). 

 

Determinado que EVs de taquizoítos da cepa RH foi mais reagente 

com soros imunes, analisou-se, então, a capacidade de reagir com as formas 

gestacional e cerebral da toxoplasmose utilizando soro de pacientes 

infectados e, também, soro de camundongos com toxoplasmose crônica. Os 

soros humano e murino sem toxoplasmose foram utilizados como controle. 
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Como observado na figura 22, EVs da cepa RH foram capazes de reagir com 

soro de humanos e murinos com as diferentes formas da toxoplasmose. 

 

 

Figura 22. Immunoblot a partir de SDS-PAGE 10% contendo EVs secretadas por 

taquizoítos da cepa RH e transferidos para membrana de nitrocelulose, 

que foram incubadas com soros humanos com toxoplasmose gestacional 

(1 e 2), cerebral (3 e 4), sem toxoplasmose (5), soros murinos infectados 

com a cepa VEG (6), ME-49 (7) e sem toxoplasmose (8). M = marcador 

de peso molecular de proteínas (kD). 

  

4.6. EVs estimulam a produção de IL-10, IFN- e TNF- em 

esplenócitos de camundongos in vitro 

 

Após analisar o papel das EVs na virulência e como biomarcadores, 

a próxima etapa foi investigar se EVs eram capazes de estimular a produção 

das citocinas IL-10, IFN- e TNF-, importantes no processo inflamatório após 

a infecção por T. gondii. 

Então, no ensaio de quantificação das citocinas IL-10, IFN- e TNF- 

produzidas por esplenócitos de camundongos in vitro, após incubação por 24 

e 48 horas com EVs produzidas por taquizoítos das três cepas de T. gondii, 

observou-se que a produção de IL-10 e TNF- de maneira similar nos dois 

tempos de incubação para EVs produzidas pelas três cepas. Em relação aos 

controles, LPS estimulou moderadamente a produção de IL-10 e TNF-, mas 
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não estimulou a produção de IFN-, já ConA foi capaz de estimular a produção 

das três citocinas (figura 23). 

 

 

Figura 23. Produção de IFN-, IL-10 e TNF- por esplenócitos de camundongos in 

vitro após estímulo por EVs das cepas RH, VEG e ME-49. A, C, E = 

concentrações de IFN-, IL-10 e TNF- respectivamente, após 24 e 48 
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horas. B, D, F = produção de IFN-, IL-10 e TNF- por esplenócitos de 

camundongos in vitro após estímulo dos proliferadores LPS e ConA, que 

foram utilizados como controle da reação. 

 

Esplenócitos estimulados durante 24 horas com EVs das cepas RH e 

VEG produziram 11,29  10,83 pg/mL e 7,733  6,024 pg/mL, 

respectivamente, de IFN-, mas EVs da cepa ME-49 não foi capaz de 

estimular a produção de IFN-. Já com estimulação de 48 horas, EVs das 

cepas RH, VEG e ME-49 produziram 9,511  5,665 pg/mL, 7,422  7,422 

pg/mL e 6,844  6,384 pg/mL, respectivamente, de IFN-. 

IL-10 foi produzida após estímulos de 24 e 48 horas. Após 24 horas, 

esplenócitos estimulados por EVs das cepas RH, VEG e ME-49 produziram 

54,3  11,92 pg/mL, 63,93  17,79 pg/mL e 50,52  25,26 pg/mL, 

respectivamente, de IL-10. Já em 48 horas, EVs das cepas RH, VEG e ME-

49 produziram 82,37  41,23 pg/mL, 56,52  25,93 pg/mL e 92,82  9,63 

pg/mL, respectivamente, de IL-10. 

Esplenócitos estimulados com EVs da cepa RH, VEG e ME-49, por 

24 horas, produziram 15,36  1,06 pg/mL, 7,051  1,799 pg/mL e 4,205  

2,338 pg/mL de TNF-, respectivamente. Houve diferença estatística entre 

EVs das cepas RH e VEG (p = 0,0164) e entre as cepas RH e ME-49 (p = 

0,0122). Depois de 48 horas de incubação, EVs das cepas RH, VEG e ME-49 

produziram baixas concentrações de TNF- (2,359  1,313 pg/mL, 4,538  

0,3554 pg/mL, 2,846  1,429 pg/mL, respectivamente). 
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5. Discussão 
 

Durante a coevolução com diferentes hospedeiros, parasitas 

conseguiram adaptar diferentes estratégias para comunicação, manipulação 

e, até mesmo, sequestro do sistema imunológico do hospedeiro para 

conseguir manter homeostase fisiológica e imunológica que os beneficiam na 

sobrevivência dentro do hospedeiro e, atualmente, já se sabe que EVs têm 

um papel importante nesses mecanismos de sobrevivência dos parasitas 

(Długońska e Gatkowska, 2016; Wu et al., 2019). 

T. gondii possui a habilidade de manipular as funções celulares do 

hospedeiro através de diferentes moléculas efetoras, denominadas ESAs, tais 

como proteínas secretadas por róptrias (ROP16, ROP18), grânulos densos 

(GRA15, GRA24), proteínas de superfície (SAG) e de micronemas (MIC), das 

quais EVs são usadas para transportar essas moléculas (Håkansson, Charron 

e Sibley, 2001; Leuroux et al., 2015; Długońska e Gatkowska, 2016). 

Inclusive, EVs medeiam a transferência das moléculas efetoras, em 

conjunto com ácidos nucleicos e lipídeos, para células do hospedeiro, fazendo 

com que haja a modulação da expressão gênica, através de miRNA, e a 

transferência de fatores de virulência, por proteínas imunogênicas, o que 

ajudam no processo de invasão e replicação do parasita dentro das células 

do hospedeiro, além de ativar citocinas pró-inflamatórias para recrutar células 

do sistema imunológico (Marti e Johnson, 2016; Szempruch et al., 2016). 

Além disso, T. gondii possui diferentes populações clonais as quais 

são caracterizadas por três cepas predominantes (RH, ME-49 e VEG) e estas 

possuem diferenças fenotípicas e patogênicas (Howe e Sibley, 1995; 

Kochanowsky e Koshy, 2018).  

Posto isso, o objetivo principal do trabalho foi investigar a relação 

entre EVs produzidas por taquizoítos das três cepas de T. gondii e a infecção 

no hospedeiro. 

A primeira análise foi caracterizar a liberação de EVs de taquizoítos 

das três cepas após a purificação por cromatografia e concentração após 
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ELISA. EVs foram analisadas por NTA para investigar a concentração e 

tamanho de partículas encontradas em cada amostra. 

Os dados encontrados mostram que o padrão de liberação de EVs 

entre as três cepas foi similar, porém taquizoítos de cepa RH liberaram maior 

concentração de EVs em relação à cepa VEG e parasitas da cepa ME-49 

liberaram concentrações menores de EVs. Quando os parasitas foram 

incubados por 2 horas, estes liberaram maiores concentrações de EVs do que 

quando incubados durante 24 horas, podendo inferir que EVs foram 

degradadas dentro das 24 horas de incubação. 

Em relação ao tamanho de EVs encontrado nas amostras, os 

resultados de NTA mostram que a maioria das partículas encontrada nas três 

cepas apresentou diâmetro entre 100 e 200 nm o que as caracterizam como 

microvesículas. Sabe-se que microvesículas são formadas por brotamento da 

membrana plasmática liberando diferentes tamanhos de vesículas no meio 

extracelular, ou seja, há uma mistura de subpopulações de vesículas 

(Szempruch et al., 2016). 

Imagens capturadas por microscopia eletrônica de varredura 

corroboram com os achados por NTA, observando-se produção numerosa de 

EVs pelos taquizoítos das três cepas, porém com alta concentração de EVs 

liberadas por taquizoítos da cepa RH em relação às outras duas cepas, VEG 

e ME-49. 

Quanto às imagens capturadas por microscopia eletrônica de 

transmissão, estas mostram o início da formação e, assim, liberação de EVs 

de taquizoítos da cepa RH em dois períodos diferentes. No tempo inicial de 

incubação, observou-se a formação de corpos multivesiculares no citoplasma 

do taquizoíto e liberação de EVs pelo poro posterior e anel apical. Já com 24 

horas de incubação, observou-se liberação abundante de EVs, tanto pelo poro 

posterior e anel apical, como pela membrana plasmática, inclusive pôde-se 

observar EVs no meio extracelular, além de corpos multivesiculares no 

citoplasma do taquizoíto. 
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Estudos recentes ratificam os achados neste estudo, tanto por NTA 

quanto através de microscopia eletrônica (Ramírez-Flores et al., 2019a; Silva 

et al., 2018). 

EVs são transportadoras de diversas moléculas incluindo proteínas, 

ácidos nucleicos (DNA, mRNA e miRNA) e lipídeos, os quais serão 

transferidos para a célula alvo (Szatanek et al., 2017; Kao e Papoutsakis, 

2019).  

T. gondii desenvolveu diversas estratégias para sobreviver e 

estabelecer a infecção e uma delas é o transporte e liberação de miRNAs 

através de EVs nas células hospedeiras, o que leva à regulação da expressão 

de proteínas (Cai 2016, Li 2020), associados a fatores de virulência do 

parasita e a invasão do mesmo na célula alvo (Xu 2013), e a alteração da 

expressão de genes associados ao sistema imunológico do hospedeiro, além 

de modular miRNAs do próprio hospedeiro (Saçar, Bagei e Allmer, 2014; Cai 

e Shen, 2016).  

Sabendo que o parasita e o hospedeiro compartilham as funções de 

uma mesma célula, um dos objetivos deste trabalho foi determinar se 

taquizoítos e EVs que estes produzem são capazes de expressar os mesmos 

miRNAs que hospedeiros infectados.  

Resultados mostraram que miR-155-5p, miR-125b-5p e miR-423-3p 

foram os mais expressos tanto por taquizoítos quanto por EVs produzidas 

pelos taquizoítos das três cepas analisadas, já miR-21-5p foi expresso apenas 

por EVs. 

miR-155-5p é um miRNA imunomodulatório responsável por induzir a 

ativação e diferenciação de macrófagos, aumentando a resposta pró-

inflamatória na infecção por T. gondii, induzindo a expressão de citocinas IL-

4, IL-5, IL-10 e IFN- (Cai e Shen, 2016; Jundice et al., 2016).  

Estudos mostram que há aumento da expressão de miR-155-5p no 

cérebro de camundongos infectados com a cepa ME-49, sugerindo que 

efetores bradozoítos-específicos podem estar envolvidos em regular os níveis 

desse miRNA como mecanismo de resistência do hospedeiro (Cannella et al., 

2015; Cai e Shen, 2016).  
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Outro estudo mostrou alta expressão desse miRNA em camundongos 

com infecção crônica quando comparado com aqueles com infecção aguda, 

podendo ser resultado do aumento de cistos na infecção crônica por T. gondii 

(Zhou et al., 2020).  

Já estudos com pacientes com toxoplasmose ocular mostrou que 

miR-155-5p é supra-regulado (Meira et al; 2014; Maia et al; 2017; Meira-

Strejevitch et al., 2020) e apresenta produção de altas concentrações de 

citocinas pró-inflamatórias (IL-6, IL-1B, TNF-α, TGF-β) (Maia et al; 2017; 

Meira-Strejevitch et al., 2020). Da Cruz et al. (2020) mostrou que EVs 

extraídas de soro de pacientes com toxoplasmose cerebral e HIV apresentam 

alta expressão de miR-155-5p. 

A infecção por T. gondii induz a expressão de miR-125b-5p e, assim, 

induz produção de IL-2, IL-10 e IFN- (Cai e Shen, 2016). Além disso, a 

expressão desse miRNA pode inibir a diferenciação de células T naive em 

células T efetoras, além de auxiliar no desenvolvimento de processos 

inflamatórios (Wei e Pei, 2010; Cai e Shen, 2016). 

 Em macrófagos infectados com a cepa RH de T. gondii, miR-125b-

5p foi infra-regulado (Li S et al., 2019). Pacientes com toxoplasmose 

assintomática apresentaram supra-regulação de miR-125b-5p (Meira-

Strejevitch et al., 2020). Já em EVs de soro de pacientes com toxoplasmose 

cerebral e HIV e toxoplasmose gestacional apresentaram altas expressões 

desse miRNA (da Cruz et el., 2020).  

Wang et al. (2020) mostrou que miR-423-3p é expresso em resposta 

à produção da citocina pró-inflamatória TNF-α.  

Já miR-21-5p ajuda no processo de resolução da inflamação e a infra-

regular a resposta pró-inflamatória induzida pelo estímulo que ativa a 

expressão desse miRNA (Sheedy, 2015).  

Pacientes com toxoplasmose assintomática e pacientes com 

toxoplasmose cerebral e HIV apresentam altas expressões de miR-21-5p 

(Meira-Strejevitch et al., 2020, Pereira et al., 2020). Além disso, EVs coletadas 

de soro de pacientes com toxoplasmose cerebral e HIV também apresentaram 

alta expressão desse miRNA (da Cruz et al., 2020). 
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Leishmania donovani é capaz de supra-regular a expressão de miR-

21-5p em monócitos para sua sobrevivência (Ghalehnoei et al., 2019). Além 

disso, miR-21-5p é um biomarcador para detecção de câncer e já foi 

encontrado em altas concentrações em exossomos isolados de lágrimas de 

pacientes com câncer de mama metastático (Inubushui et al., 2020). 

Dentre os miRNAs analisados neste estudo, miR-146a-5p, miR-29c-

3p, miR-9-5p e miR-484 apresentaram baixas expressões, ou mesmo não 

expressaram, em taquizoítos ou em EVs produzidas. 

miR-146a-5p apresentou baixa expressão em EVs das três cepas e, 

em relação aos taquizoítos, não apresentaram expressão relevante desse 

miRNA. Sabe-se que miR-146a-5p é um miRNA imunomodulatório, 

responsável por induzir a ativação e diferenciação de macrófagos, reprimindo 

a resposta pró-inflamatória na infecção por T. gondii, induzindo a produção de 

IFN- a favor da sobrevivência do hospedeiro (Cai e Shen, 2016; Jundice et 

al., 2016). Estudos mostram que há o aumento da expressão desse miRNA 

no cérebro de camundongos infectados com a cepa ME-49, mostrando-se 

importante para a resposta inflamatória em camundongos com toxoplasmose 

(Cannella et al., 2015; Cai e Shen, 2016).  

miR-29c-3p apresentou baixa expressão tanto em taquizoítos, quanto 

em EVs, porém a cepa RH não apresentou expressão desse miRNA. Esse 

miRNA participa na regulação de Th1 e IFN- na resposta imune inata e 

adaptativa, ainda mais, a supressão da expressão de miR-29c-3p causa o 

aumento da expressão de IFN- (Ma et al., 2011; Steiner et al., 2011). É 

descrito como um dos reguladores de neurogênese na retina, já que os alvos 

são genes regulatórios presentes na retina, no sistema nervoso central, além 

de participar em outros processos neurogênicos em outras partes do cérebro 

(Escobar et al., 2014; Amado et al., 2015). Estudo com pacientes com 

toxoplasmose ocular mostrou alta expressão de miR-29c-3p (Meira-

Strejevitch et al., 2020). Já em EVs de soro de pacientes com toxoplasmose 

apresentou infra-expressão desse miRNA (da Cruz et al., 2020). 
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miR-9-5p foi expresso apenas em taquizoítos das três cepas. Esse 

miRNA é responsável por promover a ativação de macrófagos e suprimir a 

resposta anti-inflamatória (Essandoh et al., 2016). 

miR-484 apresentou baixa expressão em taquizoítos das três cepas, 

mas não houve expressão em EVs. miR-484 é responsável por regular TGF-

 e NF-B para induzir carcinogênese hepatocelular, é encontrado em lesões 

pré-cancerosas no fígado e, em camundongos, infra-regulação desse miRNA 

ajudou na diminuição da progressão de lesões pré-cancerosas e 

tumorigênese (Yang et al., 2016; Wang, He e Zhou, 2018). 

Apesar de se ter estudos desses miRNAs em hospedeiros humanos 

e murinos, ainda não se sabe a função desses miRNAs em T. gondii. 

Além de miRNAs, EVs transportam proteínas e muitas delas são 

fatores de virulência, como adesinas, proteases e toxinas, que regulam a 

virulência do parasita na infecção do hospedeiro conseguindo evadir a 

resposta imune inata (Barteneva, Maltsev e Vorobjev, 2013; Yifat, Meta e 

Neta, 2017).  

Virulência de T. gondii vem sendo definida pelo número de taquizoítos 

necessários para eventualmente matar um camundongo, sendo que a cepa 

RH é considerada altamente virulenta, pois não necessita de muitos parasitas 

para desenvolver a infecção, já as outras duas cepas, VEG e ME-49, são 

consideradas menos virulentas, necessitando cargas parasitárias maiores 

para matar o animal (Melo, Jensen e Saeij, 2011; Dubremetz e Lebrun, 2012). 

Os resultados encontrados no ensaio de virulência com camundongos 

evidenciaram o papel de EVs, especialmente oriundas de taquizoítos da cepa 

RH, no favorecimento da infecção por T. gondii nos animais e o consequente 

aumento da carga parasitária.  

Os grupos de camundongos que receberam EVs das cepas RH, ME-

49 e VEG observou-se um aumento significativo na parasitemia. Ademais, a 

taxa de sobrevivência dos animais mostrou que aqueles que receberam 

apenas taquizoítos da cepa RH morreram no oitavo dia após a infecção, já 

aqueles que, além dos taquizoítos da cepa RH, receberam EVs, morreram 

dentro de 6-7 dias após a infecção, o que sugere que EVs auxiliam os 
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taquizoítos no processo de infecção, aumentando a virulência dos mesmos, e 

fazem com que os animais morram mais rápido. 

O resultado do presente estudo corrobora com um estudo feito com 

EVs de Trypanosoma cruzi, o qual mostrou que EVs foram capazes de 

aumentar o número de parasitas dentro da célula infectada e o consequente 

aumento do número de células infectadas in vitro, além de observar o aumento 

da parasitemia in vivo quando em contato com EVs de T. cruzi administradas 

junto com o parasita nos camundongos (Cestari et al., 2012). Experimentos 

feitos com macrófagos in vitro e com camundongos in vivo demonstram que 

os fatores de virulência transportados por EVs de Leishmania sp. são de 

grande importância no processo infeccioso e no desenvolvimento de 

patologias relacionadas à leishmaniose (Dong, Filho e Olivier, 2019). 

Os parasitas desenvolveram mecanismos capazes de evadir a 

resposta imune inata e adaptativa através de alterações de suas proteínas de 

superfície e EVs são ricas em proteínas imunogênicas (ESAs) capazes de 

modular a resposta imune do hospedeiro tornando possível a detecção 

dessas moléculas como possíveis biomarcadores da doença (Szempruch et 

al., 2016; Anand et al., 2019). 

Neste estudo, análises com proteínas de EVs das cepas RH, ME-49 

e VEG apresentaram perfil eletroforético similares em SDS-PAGE e, quando 

em contato com soro de pacientes com toxoplasmose, EVs das cepas VEG e 

ME-49 foram pouco reagentes, porém EVs da cepa RH foram reagentes com 

soro de pacientes infectados, tanto pacientes com toxoplasmose gestacional, 

quanto pacientes com toxoplasmose cerebral. No entanto, quando em contato 

com soro de pacientes assintomáticos, nenhuma cepa apresentou 

reatividade. 

Resultados similares foram encontrados em estudos utilizando 

TgESAs como antígenos para diagnóstico de toxoplasmose cerebral em 

pacientes com HIV (Meira et al., 2008; Meira et al., 2011). Esses achados 

podem indicar o papel de EVs no transporte de proteínas como ESAs e sua 

importância no diagnóstico da toxoplasmose. 
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Testes também foram feitos com soro de camundongos com infecção 

crônica e EVs da cepa RH também foram reativos para soro de camundongos 

infectados tanto pela cepa VEG quanto pela cepa ME-49. Resultados 

similares foram encontrados por Silva et al. (2018). 

Entende-se que a diversidade de proteínas transportadas por EVs 

indicam que T. gondii é dependente de diferentes moléculas efetoras, além 

de diferentes epítopos, para modular as funções das células do hospedeiro 

(Długońska and Gatkowska, 2016; Wowk et al., 2017), por isso foi possível 

encontrar interação de EVs de T. gondii tanto com soro de camundongos 

quanto com soro de humanos infectados. 

Por fim, EVs são usadas como meio de comunicação entre o parasita 

e as células do hospedeiro, especialmente entre as células pertencentes ao 

sistema imune, conseguindo modular a resposta imunológica, como por 

exemplo, induzindo a produção de diferentes citocinas, que podem promover 

a sobrevivência e multiplicação do parasita dentro de células hospedeiras, ou 

mesmo resultar na proteção do hospedeiro contra a infecção parasitária 

(Szempruch et al., 2016; Wu et al., 2019). 

Neste estudo investigou-se se EVs de taquizoítos das três cepas de 

T. gondii conseguem estimular a resposta imunológica celular de esplenócitos 

provenientes de camundongos. Observou-se que a produção das citocinas IL-

10 e TNF- foi similar tanto em 24 horas quanto em 48 horas. Contudo, 

esplenócitos que foram estimulados com EVs de taquizoítos da cepa RH 

produziram estatisticamente mais TNF- do que aqueles estimulados por EVs 

das cepas VEG e ME-49.  

TNF- é uma citocina pró-inflamatória importante no início da 

resposta imune contra T. gondii, já que promove a ativação de macrófagos e 

inibe a replicação do parasita, em conjunto com IFN-, e participa no processo 

de estabelecimento da infecção crônica (Jeffers et al., 2018). Já IL-10 é uma 

citocina anti-inflamatória envolvida na supressão da resposta imune durante 

a infecção parasitária, agindo como antagonista no mecanismo das citocinas 

pró-inflamatórias (Jankovic, Kugler e Sher, 2010). 
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Em relação à produção de IFN-, resultados mostram que EVs da 

cepa RH foram os que mais estimularam a produção da citocina nos dois 

períodos analisados, EVs da cepa VEG produziu quantidades similares nos 

dois períodos, mas com EVs da cepa ME-49 houve estímulo em apenas um 

período de incubação.  

É interessante notar a relação da alta estimulação da produção de 

IFN- por EVs da cepa RH e a ausência da expressão do miR-29c-3p por essa 

cepa, que, como já descrito anteriormente, a supressão da expressão desse 

miRNA causa o aumento da expressão de IFN- (Ma et al., 2011; Steiner et 

al., 2011). 

Sabe-se que IFN- é uma citocina pró-infamatória importante na 

patogênese da toxoplasmose, já que células do sistema imune do hospedeiro 

produz esta citocina para controlar e eliminar o parasita (Jeffers et al., 2018). 

Estudos mostram que pacientes com toxoplasmose ocular e toxoplasmose 

cerebral produzem baixas concentrações de IFN- em relação aos pacientes 

com infecção crônica assintomática (Meira et al., 2014; Hernández-de-los-

Ríos et al., 2019). 

Estudo com TgESAs mostrou que estes foram capazes de inibir a 

produção tanto de IFN- quanto de TNF- de macrófagos (Leroux et al., 2015). 

Recentemente, estudos com EVs liberadas por taquizoítos da cepa RH 

estimularam a produção de IL-10, TNF-α e iNOS em macrófagos de 

camundongos (Silva et al., 2018). Já Li Y et al. (2018a) demonstrou que 

exossomos de T. gondii induzem a produção de IL-12, IFN- e TNF- em 

macrófagos, deduzindo que exossomos podem estimular a ativação de 

macrófagos através da produção de citocinas pró-inflamatórias. 

Estudos com EVs de L. donovani demonstrou que EVs foram capazes 

de inibir a produção citocinas pró-inflamatórias, como IFN- e TNF-, e 

promover a produção da citocina imunoregulatória IL-10, o que facilitou a 

infecção em camundongos inoculados com EVs e parasitas, já que IL-10 

induzida por EVs pode contribuir na supressão da resposta imune inicial e 

permitir a sobrevivência do parasita no local de infecção (Silverman et al., 

2010; Barbosa et al., 2018). 
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Já as EVs de T. cruzi são capazes de induzir diferentes concentrações 

de iNOS, IL-6, TNF- e IFN- em esplenócitos, além de IL-10, responsável por 

modular a resposta inflamatória, evitando danos teciduais, na fase crônica da 

doença de Chagas (Nogueira et al., 2015). 

Assim como Leishmania sp e T. cruzi, EVs de Neospora caninum se 

mostraram capazes de manipular o sistema imunológico do hospedeiro 

através da produção elevada de IL-10, promovendo sua sobrevivência em 

células hospedeiras, além de induzir a produção de citocinas pró-inflamatórias 

IFN-, TNF- e IL-6, que são citocinas que participam na proteção contra a 

infecção por N. caninum (Li S et al., 2018). 

Esses dados corroboram com os achados no ensaio de virulência e 

sugere que EVs produzidas por taquizoítos, principalmente da cepa RH, 

transportam fatores de virulência e são capazes de causar um desequilíbrio 

na resposta imune celular do hospedeiro, promovendo a sobrevivência do 

parasita. 

De modo geral, este estudo demonstrou a caracterização de EVs 

produzidas por taquizoítos de T. gondii das cepas RH, VEG e ME-49, além da 

participação de EVs das três cepas na interação do parasita e células do 

hospedeiro, participando na infecção, através do transporte de fatores de 

virulência, e na modulação de respostas do sistema imune humoral e celular 

do hospedeiro. E pode-se relacionar com outros estudos que descrevem a 

mesma participação de EVs produzidas por outros patógenos. 
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6. Conclusão 
 

• As três cepas de T. gondii foram adaptadas à cultura de células VERO 

e estabeleceu-se duas horas para a produção de EVs a partir de 1x108 

taquizoítos; 

• EVs foram eficazmente concentradas e purificadas por cromatografia 

de exclusão de tamanho e ELISA; 

• Análises por NTA mostraram que houve maior produção de EVs em 

duas horas de incubação e a cepa RH é a que produz mais EVs, além 

da maioria das vesículas encontradas serem caracterizadas como 

microvesículas com tamanho de 100-200 nm; 

• MEV mostrou que taquzoítos da cepa RH foram os que mais 

produziram EVs, seguido da cepa VEG e por último a cepa ME-49, e 

análises por MET mostraram a liberação de EVs por taquizoítos da 

cepa RH pela membrana plasmática; 

• Ensaios de expressão gênica mostraram que taquizoítos e EVs por 

eles produzidas podem expressar miR-155-5p, miR-125b-5p e miR-

423-3p, que são encontrados em humanos e murinos infectados; 

• Ensaios de virulência comprovaram a participação de EVs na virulência 

dos taquizoítos, aumentando a parasitemia e diminuindo a sobrevida 

dos animais; 

• EVs da cepa RH foram capazes de reagir com soro de pacientes com 

toxoplasmose cerebral e gestacional, além de reagir com soro de 

camundongos com toxoplasmose crônica, o que os configura como 

potenciais biomarcadores da doença; 

• EVs foram capazes de estimular a produção das citocinas IL-10, IFN- 

e TNF-, de esplenócitos de camundongos in vitro. 
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